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Bereits im Jahr 1977 wurde das Krankheitsbild der Lyme-Borreliose von Allen C. Steere et al. 
beschrieben, nachdem in der Kleinstadt Lyme in Connecticut, USA, gehäuft oligoartikuläre 
Arthritiden, v. a. bei Kindern aufgetreten waren. Schon damals zog man eine Übertragung des 
auslösenden Erregers durch Arthropoden in Betracht (Steere et al., 1977). Die Isolierung von 
Spirochäten aus dem Mitteldarm der Zeckenspezies Ixodes dammini gelang Willy Burgdorfer 
et  al.  erst  im  Jahre  1981  (Burgdorfer  et  al.,  1982).  Die  Erstbenennung  von  Borrelia 
burgdorferi sp. nov. als dem Erreger der Lyme-Borreliose erfolgte dann im Jahr 1984 durch 
Reid C. Johnson (Johnson et al., 1984). 
 
1.1.2 Systematik 
Borrelia ist eine Gattung der Familie Spirochetaceae. Zu diesen gehören neben den Spezies 
Brevinema,  Cristispira,  Spirochaeta  und  Spironema  die  humanpathogenen  Arten  Borrelia 
und Treponema. Zu der übergeordneten Ordnung der Spirocheatales zählen außerdem die 
medizinisch relevanten Leptospiren (Paster und Dewhirst, 2001). 
 
Einen  Überblick  über  die  Taxonomie  der  Borrelien  gibt  Tab.  1.1,  eine  Beschreibung  der 
Charakteristika der Familie und der Gattung Tab 1.2. 
 
Domäne:  Bakterien 
Abteilung:  Spirochaetes 
Klasse:  Spirochaetes 
Ordnung:  Spirochaetales 
Familie:  Spirochaetaceae 
Gattung:  Borrelia 
 
Tab. 1.1, Systematik der Gattung Borrelia (entnommen aus Paster und Dewhirst, 2001) Einleitung 
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Charakteristika der Familie Spirochetaceae  Charakteristika der Gattung Borrelia 
 helikal gewundene, bewegliche Zellen   durch  blutsaugenden  Arthropoden 
aufWirbeltiere übertragen 
 eine  äußere  Zellmembran  umgibt  den 
protoplasmatischen  Zylinder,  bestehend 
aus Zytoplasma, innerer Zellmembran und 
Peptidoglykanschicht 
 GC-Gehalt  der  genomischen  DNA 
beträgt 27 – 32% 
 
 im  periplasmatischen  Raum  zwischen 
äußerer  Membran  und  protoplastischem 
Zylinder befinden sich mehrere Flagellen, 
die  distal  an  den  beiden  Enden  des 
protoplastischen Zylinders ansetzen 
 
 Resistenz gegen Rifampicin   
 
Tab. 1.2, Charakteristika der Spirochaetaceae und Borrelien (entnommen aus Barbour und Hayes, 
1986) 
 
1.1.3 Lyme- und Rückfallfieber-Borrelien 
Die Borrelien werden anhand phylogenetischer Unterschiede und den mit ihnen verbundenen 
Krankheitsbildern in zwei Gruppen eingeteilt: die Rückfallfieber-Borrelien und die Lyme-
Borrelien. Letztere werden auch als B. burgdorferi sensu lato-Komplex zusammengefasst.  
Es sind mittlerweise bis zu 15 Genospezies bekannt, ihre Gruppenzugehörigkeit ist in Tab. 1.3 
aufgelistet.  
Lyme-Borrelien   Rückfallfieber-Borrelien 
B. burgdorferi sensu stricto  B. recurrentis 
B. afzelii  B. hermsii 
B. garinii  B. parkeri 
B. spielmanii   B. turicatae 
B. lusitaniae   B. mazzottii 
B. japonica  B. venezuelensis 
B. valaisiana  B. crocidurae 
B. andersonii  B. hispanica 
B. tanukii  B. caucasica 
B. turdi  B. latyschevii 
B. sinica   B. persica 
B. bissettii   B. duttonii 
B. californiensis  B. lonestari  
B. carolinensis  B. miyamotoi  
B. bavariensis  B. tillae 
  B. graingeri 
 
Tab. 1.3, Klassifizierung der Lyme- und Rückfallfieber-Borrelien (entnommen aus Baranton et al., 
1992; Barbour und Hayes, 1986; Barbour et al., 1996; Canica et al., 1993; Fukunaga et al., 1996; 
Johnson et al., 1984; Kawabata et al., 1993; Le Fleche et al., 1997; Marconi et al., 1995; Margos et al., 
2009; Masuzawa et al., 2001; Postic et al.,  1998,  2007;  Rebaudet  und  Parola,  2006;  Richter  und 
Matuschka, 2006; Rudenko et al., 2008; Wang et al., 1997, 1999a, 1999b) Einleitung 
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Innerhalb  der  Lyme-Borrelien  gelten  Borrelia  burgdorferi  s.s.,  B.  afzelii,  B.  garinii,              
B. spielmanii und B. bavariensis als humanpathogen. Die Spezies B. valaisiana, B. bissettii 
und auch B. lusitaniae sind bisher zwar mit einer klinischen Symptomatik in Zusammenhang 
gebracht  worden,  jedoch  ist  ihr  Status  bezüglich  eines  krankmachenden  Potentials  beim 
Menschen  noch  nicht  eindeutig  geklärt.  Tab.  1.4  fasst  die  Daten  über  Pathogenität, 
geographisches Vorkommen und Reservoir der Spezies des Borrelia burgdorferi sensu lato-
Komplexes zusammen. 
Genospezies  Pathogenitätsstatus  Verbreitungsgebiet  Reservoir 
B. burgdorferi s.s.  humanpathogen   USA und Europa   kleine Nagetiere 
B. afzelii  humanpathogen   Europa und Ostasien  Nagetiere 
B. garinii  humanpathogen  Europa und Ostasien  Vögel 
B spielmanii   humanpathogen  Europa  Siebenschläfer, 
Haselmaus, Fuchs 
B. bavariensis  humanpathogen  Europa  Nagetiere 
B. lusitaniae   ungeklärt  Europa  Eidechsen, Vögel  
B. valaisiana  ungeklärt  Europa und Ostasien   Vögel 
B. japonica  apathogen  Japan  Nagetiere 
B. tanukii  apathogen  Japan  Wald-, Wühlmäuse 
B. turdi  apathogen  Japan  Nagetiere 
B. sinica  apathogen  China  Nagetiere 
B. andersonii  apathogen  USA  Waldkaninchen 
B. bissettii  ungeklärt  USA  Nagetiere, Vögel 
B. californiensis  ungeklärt  USA  Nagetiere 
B. carolinensis  ungeklärt  USA  Nagetiere 
 
Tab. 1.4, Pathogenität, Verbreitungsgebiet und Reservoir der Lyme-Borrelien (entnommen aus 
Baranton et al., 1992; Canica et al., 1993; Collares-Pereira et al., 2004; Diza et al., 2004; Földvári et 
al., 2005; Fukunaga et al., 1996; Herzberger, 2008; Humair et al., 1995; Ishiguro et al., 1995; Johnson 
et al., 1984; Kawabata et al., 1993; Kee et al., 1996; Kurtenbach et al., 1998; Le Fleche et al., 1997; 
Marconi et al., 1995; Margos et al., 2009; Masuzawa et al., 1996, 1999, 2000, 2001; Picken et al., 
1996; Postic et al., 1998, 2007; Poupon et al., 2006; Richter et al., 2004; Richter und Matuschka, 
2006; Rijpkema et al., 1997; Rudenko et al., 2008; Ryffel et al., 1999; Strle et al., 1997; van Dam et 
al., 1993; Wang et al., 1997, 1999a) 
 
1.1.4 Erregereigenschaften und Morphologie 
Borrelien sind gramnegative, spiralförmige Bakterien, die sich kulturell unter mikroaerophilen 
Bedingungen anzüchten lassen (s. Abb. 1.1). Die Generationszeit in Kultur beträgt 7 bis 20 
Stunden bei einem Temperaturoptimum von 33°C. Wie mit ihrem obligatorisch parasitären 
Lebensstil  vereinbar,  sind  Borrelien  sehr  anspruchsvolle  Bakterien,  die  nur  zu  wenigen 
eigenen Syntheseleistungen in der Lage sind (Das et al., 2001). Die kulturelle Anzucht erfolgt 
in  modifiziertem  Barbour-Stoenner-Kelly-Medium,  einem  komplexen  Flüssigmedium, 
welches neben anderen Nährstoffen auch Rinderserumalbumin und Kaninchenserum enthält.  Einleitung 
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Borrelien sind, abhängig von der Borrelienart und dem Alter der Kultur, 8-30 µm lang. Ihr 




Abb. 1.1, Elektronenmikroskopische Bilder von Borrelien, links: Scanning Elektronenmikroskop, 
rechts: Transmission Elektronenmikroskop (entnommen aus Rosa et al., 2005) 
 
Eine  Borrelienzelle  besteht  im  Querschnitt,  von  außen  nach  innen  betrachtet,  aus  den 
folgenden Strukturen (s. Abb. 1.2): 
S-Lager  2-10 nm dicke, amorphe, mukoide Schicht 
Zellmembran  trilaminär, sehr flexibel 
periplasmatischer Raum  zwischen äußerer und mittlerer Schicht der Zellmembran, 
enthält die Endoflagellen 
protoplasmatischer Zylinder  enthält Nukleoplasma, Ribosomen, DNA-assoziierte 




Abb. 1.2, schematischer Querschnitt einer Borrelienzelle (modifiziert nach Kraiczy P. et al., 1998) Einleitung 
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Borrelien sind in der Lage Vesikel auszubilden, welche als Blebs bezeichnet werden. Sie 
stellen Umstülpungen bzw. Abschnürungen der äußeren trilaminären Membran dar, welche 
unter anderem DNA enthalten (Kudryashev et al., 2009). Borrelien bilden Blebs aus, wenn die 
Umweltbedingungen ungünstig sind, z.B. bei schlechtem Nährstoffangebot, wenn die Zellen 
eingefroren und aufgetaut werden oder wenn sie der Einwirkung von Komplement ausgesetzt 
sind. Dies hat zur Bildung von zwei Theorien bezüglich der Bedeutung der Blebs geführt. Die 
eine Theorie besagt, dass Blebs eine Dauerform darstellen, vergleichbar mit den Sporen der 
Bazillen oder Clostridien, aus der sich die Bakterien unter günstigeren Bedingungen wieder 
entwickeln  können.  Die  andere  Theorie  betrachtet  die  Blebs  als  Zellpartikel,  die  sich 
zusammenlagern, wenn sich die Bakterien auflösen und sterben (Barbour und Hayes, 1986). 
 
1.1.5 Das Genom von Borrelia burgdorferi 
Borrelien  besitzen  ein  lineares  Chromosom  von  ca.  910  000  Basenpaaren  und  zahlreiche 
extrachromosomale Elemente bzw. Plasmide. Bei dem B. burgdorferi-Stamm B31 wurden bis 
zu  24  Plasmide  nachgewiesen,  hierbei  handelt  es  sich  um  12  zirkuläre  und  12  lineare 
Plasmide – eine Besonderheit von Borrelien. Das gesamte Genom dieses Stammes besteht aus 
ca. 1,5 Millionen Basenpaaren. Bei einer kontinuierlichen Kultivierung in vitro kommt es vor, 
dass Borrelien Plasmide verlieren, womit ein Verlust der Infektiosität der Bakterien in vivo 




Die Lyme-Borreliose ist eine Anthropozoonose, hervorgerufen durch die pathogenen Spezies 
des B. burgdorferi s.l.-Komplexes, die durch den Stich einer infizierten Zecke aus der Ixodes-
Familie auf den Menschen übertragen wird. Die Zecken infizieren sich mit Borrelien in einem 
komplexen  Zyklus  zwischen  Zecke  und  Wirt.  Das  Erregerreservoir  stellen,  je  nach 
geographischem Vorkommen, verschiedene Vertebraten dar (s. Tab. 1.4).  
In Europa beträgt die Durchseuchung der Zecken mit Borrelien 5-35 %, wobei adulte Zecken 
zu 20 %, Nymphen zu 10 % und Larven nur zu ca. 1 % befallen sind. In Deutschland ist nach 
einem Zeckenstich bei 1,5 – 6 % der Betroffenen mit einer Infektion zu rechnen, jedoch wird 
die Erkrankung nur bei 0,3 – 1,4 % klinisch manifest (Robert Koch Institut, 2007). Generell 
steigt die Wahrscheinlichkeit einer Übertragung der Spirochäten mit zunehmender Dauer des Einleitung 
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Saugaktes  der  Zecke.  In  der  Literatur  wird  eine  Zeitspanne  von  in  der  Regel  mindestens       
24 Stunden angegeben (Piesman, 1993). 
Der Stich der Zecke selbst bleibt in der Regel symptomlos. Lokale Reizerscheinungen im 
Sinne  von  Rötung  und  Juckreiz  können  auftreten,  sind  jedoch  kein  Anzeichen  für  eine 
Infektion des Menschen mit Borrelien.  
Auf Grund der Ökologie des Wirtes tritt die Lyme-Borreliose in den Sommermonaten gehäuft 
auf, meist von März bis Oktober, je nach Witterung jedoch auch früher oder später im Jahr. 
Die Frühformen der Erkrankung treten auf Grund der relativ kurzen Inkubationszeit saisonal 
gehäuft auf. Das Erythema migrans besitzt in den Monaten Juni und Juli einen Inzidenzgipfel, 
während die akute Neuroborreliose im Juli und August gehäuft auftritt (Robert Koch Institut, 
2007). 
Derzeit ist die Lyme-Borreliose die häufigste durch einen Vektor übertragene Erkrankung in 
Nordamerika und Europa. Der CDC wurde im Jahr 2006 eine Inzidenz von 8,2 Fällen pro  
100 000 Einwohner in den Vereinigten Staaten gemeldet (CDC, 2006). Daten für Europa 
schwanken von geschätzten 206 Fällen pro 100 000 Einwohner in Slowenien und 135 pro  
100 000 in Österreich bis 0,001 Fällen pro 100 000 in Italien im Jahr 2005. Allerdings besteht 
in Europa kein einheitliches Meldesystem (Smith et al., 2006). Auch in Deutschland ist die 
Erkrankung an Lyme-Borreliose nur in den sechs östlichen Bundesländern meldepflichtig, 
allerdings  werden  über  ganz  Deutschland  25  Fällen  pro  100  000  mit  steigender  Tendenz 
geschätzt (Mehnert und Krause, 2005; Robert Koch Institut, 2005). Daher stellt die Lyme-
Borreliose durchaus ein ernst zu nehmendes Krankheitsbild dar. 
 
1.2.2 Symptomatik  
Die  unbehandelte  Lyme-Borreliose  verläuft  typischerweise,  wie  auch  die  Infektionen  mit 
anderen Spirochäten, in drei Phasen. Hierbei muss die Erkrankung jedoch keineswegs jedes 
Stadium  durchlaufen.  Im  Gegenteil  kann  jedes  Stadium  als  Erstmanifestation  klinisch 
symptomatisch werden und häufig werden Stadien auch übersprungen. 
Die  im  Folgenden  beschrieben  Grundzüge  der  Lyme-Erkrankung  sind  weltweit  gültig. 
Regionale Unterschiede in der klinischen Ausprägung des Krankheitsbildes werden jedoch 
vor allem zwischen Erkrankungen in den USA und in Europa bzw. Asien beobachtet. Dies ist 
zumindest zum Teil auf die unterschiedlichen geographisch vorherrschenden Borrelienspezies 
zurückzuführen (Steere, 2001). Einleitung 
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Stadium I, lokalisierte Infektion:  
Nach einer Inkubationszeit von Tagen bis Wochen nach Zeckenstich tritt in ca. 80 % der Fälle 
ein Erythema chronicum migrans (EM) auf. Dieses beginnt als rote Makula oder Papel am Ort 
des  Zeckenstichs  und  entwickelt  sich  zu  einer  typischerweise  ringförmigen  Rötung  mit 
zentraler Abblassung (Steere, 2001). Begleitende milde Allgemeinsymptome wie Müdigkeit, 
Kopf- und Gliederschmerzen sowie Fieber treten in Europa selten, in den USA jedoch häufig 
auf (Strle et al., 1999). 
Stadium II, disseminierte Infektion:  
Wochen bis Monate nach der Infektion kann es zur akuten disseminierten Infektion kommen. 
Hierbei können typische, sekundäre EM-Läsionen auftreten.  
Bei ca. 15 % der unbehandelten Patienten in den USA tritt eine akute Neuroborreliose auf. Im 
Rahmen  einer  lymphozytären  Meningitis  bestehen  Kopfschmerzen  und  Nackensteifigkeit, 
eine milde Enzephalitis geht mit Merkstörungen einher. Eine kraniale Neuropathie, v. a. mit 
ein- oder beidseitiger Fazialisparese kann auftreten, sowie eine motorische oder sensorische 
Radikuloneuritis. Diese neurologischen Symptome, auch als Meningoradikulitis Bannwarth 
bezeichnet,  sind  in  der  Regel  innerhalb  von  Wochen  bis  Monaten  selbstlimitierend 
(Oschmann et al., 1998). 
Bei ca. 5 % der Patienten kommt es zu einer Mitbeteiligung des Herzens, häufigstes Symptom 
sind  hierbei  fluktuierende  Grade  von  AV-Block.  Selten  können  auch  eine  akute 
Myoperikarditis,  linksventrikuläre  Dysfunktion,  Kardiomegalie  und  Pankarditis  auftreten 
(Lardieri et al., 1993; Stanek et al., 1990; Steere, 1989). 
Wandernde, fluktuierende, kurzzeitige (Wochen bis Monate) oligoartikuläre Arthritiden mit 
Gelenkschwellung und Schmerzen treten im Rahmen der disseminierten Infektion bei 60 % 
der  Patienten  in  den  USA  auf,  weniger  häufig  in  Europa.  Typisch  ist  eine  fluktuierende, 
Wochen  bis  Monate  anhaltende  Entzündung  mit  schmerzhafter  Schwellung  verschiedener 
Gelenke. Hierbei sind meist die großen Gelenke betroffen, meist das Knie, jedoch seltener 
auch andere große und kleine Gelenke (CDC, 1997; Steere, 1989). 
Eine  weitere  Manifestation,  vermutlich  durch  B.  afzelii  und  B.  garinii  ausgelöst,  ist  das 
Borrelien-Lymphozytom. Dies tritt bei Patienten in Europa auf und besteht in einem Tumor-
ähnlichen Knötchen am Ohrläppchen, im Bereich der Brustwarze, oder am Skrotum, welches 
sich spontan zurückbildet (Picken et al., 1997).  
Auch  über  eine  seltene  Beteiligung  der  Augen  im  Sinne  einer  Konjunktivitis,  Uveitis, 
Keratitis, Vitritis oder Optikusneuritis wurde berichtet. Dabei kann eine Optikusneuritis oder 
eine Erhöhung des Hirndrucks bei Kindern zu Blindheit führen (Rothermel et al., 2001). Einleitung 
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Stadium III, chronische Infektion:  
Monate  bis  Jahre  nach  einer  Infektion  können  vielfältige  Organstörungen  auftreten.  Im 
Rahmen einer chronischen Neuroborreliose können Müdigkeit, Hörverlust, Enzephalomyelitis 
und Polyneuropathie auftreten (Logigian et al., 1990; Oschmann et al., 1998). 
Typische  Hauterscheinungen  sind  die  Acrodermatitis  chronica  atrophicans  Herxheimer 
(ACA) mit fleckigen Hautatrophien vor allem an den Streckseiten der Extremitäten (Asbrink 
und Hovmark, 1985). 
Eine  Beteiligung  der  Gelenke  präsentiert  sich  meist  als  therapieresistente  Mono-  oder 
Oligoarthritis der großen Gelenke, welche über Monate oder sogar einige Jahr anhalten kann. 
Mitursache  dieser  chronischen  Syndrome  sind  möglicherweise  Autoimmunprozesse  und 
postinfektiöse  Phänomene  (CDC,  1997;  Nadelman  und  Wormser,  1998;  Oschmann  et  al., 
1998; Steere, 2001). 
 
Die hier beschriebene klassische Einteilung der Borreliose in drei Stadien ist für die klinische 
Betrachtung wenig geeignet. Fragestellungen in Zusammenhang mit Diagnostik, Therapie und 
Prognose der Erkrankung wird eine Einteilung in ein Frühstadium mit akuten Beschwerden 
und ein Spätstadium mit den chronischen Formen der Erkrankung mehr gerecht. 
Bei  Infektion  mit  manchen  Borrelien  des  Lyme-Komplexes  wurde  ein  Zusammenhang 
zwischen  der  Borrelienspezies  und  der  Ausprägung  der  Symptomatik  festgestellt 
(Organotropismus).  B.  burgdorferi  verursacht  beim  Menschen  häufiger  Lyme-Arthritiden, 
Infektion mit B. afzelii verursacht häufiger Acrodermatitis chronica atrophicans und Patienten 
mit  einer  Infektion  mit  B.  garinii  zeigen  vermehrt  das  klinische  Krankheitsbild  einer 
Neuroborreliose (Assous et al., 1993; van Dam et al., 1993). 
 
1.2.3 Diagnostik 
Zur  Sicherung  bzw.  Unterstützung  der  klinischen  Diagnose  Lyme-Borreliose,  ist  der 
Goldstandard  die  kulturelle  Anzucht  mit  anschließender  Isolierung  des  Erregers  aus 
Patientenmaterial. Bei 50 % der primären und sogar 90 % der (bereits sehr charakteristischen) 
sekundären  Erythema  migrans-Läsionen  gelingt  die  Anzucht  der  Erreger  aus 
Hautbiopsiematerial  (Melski  et  al.,  1993;  Schwartz  et  al.,  1992).  Eine  Isolierung  der 
Spirochäten aus Blut respektive Plasma während einer frühen Erkrankung gelingt in bis zu   
48  %  der  Fälle.  Selten  dagegen  ist  eine  Anzucht  aus  Liquor  cerebrospinalis  oder 
Gelenkpunktat  möglich  –  vermutlich  auf  Grund  der  niedrigen  Erregerdichte  in  diesen 
Körperflüssigkeiten. Einleitung 
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Die Anzucht als relativ aufwendige und langwierige Diagnostik wird aus Hautbiopsaten bei 
atypischen Formen des Erythema migrans bei Verdacht auf Borreliose oder bei Erythema 
migrans in Nicht-Endemiegebieten empfohlen. Der Versuch einer Isolierung aus dem Vollblut 
oder Plasma wird bei Patienten mit hohem Risiko für früh disseminierte Borreliose mit noch 
negativer Serologie diskutiert (Reed, 2002). 
Zeigt ein Patient objektivierbare Symptome, so empfiehlt das American College of Physicians 
(ACP)  die  Anwendung  immunologischer  Methoden  zur  Unterstützung  der  klinischen 
Diagnose  (American  College  of  Physicians,  1997).  Hierfür  stehen  die  hochsensitiven 
Methoden  ELISA  oder  IFA  (indirekter  Immunfluoreszenztest)  zur  Verfügung,  als 
spezifischere Methode der Westernblot. Die CDC empfiehlt für die USA eine Zwei-Stufen 
Diagnostik  mit  ELISA  oder  IFA  als  Suchtest  und  dem  Westernblot  mit  standardisierter 
Auswertung als Bestätigungstest (CDC, 1997). 
Für  Europa  ist  auf  Grund  der  verschiedenen  Genospezies  und  der  signifikanten 
Antigenvariation die Interpretation der Befunde komplexer und in der Befundinterpretation 
sollten  die  vor  Ort  endemischen  Genotypen  berücksichtigt  werden  (Hauser  et  al.,  1997; 
Robertson  et  al.,  2000).  Für  Deutschland  wurden  vom  Nationalen  Referenzzentrum  für 
Borrelien  Richtlinien  für  das  diagnostische  Vorgehen  bei  Verdacht  auf  Lyme-Borreliose 
herausgegeben (Fingerle und Wilske, 2007). Auch hier wird ein zweistufiges Vorgehen mit 
einem ELISA als Suchtest und einem Immunoblot als Bestätigungstest empfohlen, wobei für 
letzteren komplexe, Stamm-spezifische Interpretationskriterien gelten. 
Generell sollte auf spezifische IgM- und IgG-Antikörper untersucht werden, wobei die Titer 
beider Antikörpersubtypen über Jahre nach Infektion, auch nach antimikrobieller Therapie 
persistieren können (Wilske et al., 2007). 
Kreuzreaktionen  bei  den  serologischen  Verfahren  sind  relativ  häufig  und  können  unter 
anderem bei Autoimmunerkrankungen, infektiöser Mononukleose, Endokarditis, Syphilis und 
Infektionen mit anderen Spirochäten sowie mit Helicobacter pylori auftreten. 
Mehr  und  mehr  wird  nach  Methoden  zur  molekularen  Borreliendiagnostik  geforscht.  Am 
weitesten verbreitet sind hierbei Methoden mit dem Versuch der Amplifikation von Borrelien-
spezifischen Genabschnitten aus Blut-, Liquor-, Gelenksflüssigkeits- und Urinproben mittels 
PCR.  Sensitivität  und  Spezifität  dieses  Verfahren  sind  für  Haut-,  Serum-  und 
Gelenksflüssigkeitsproben gut (s. Tab. 1.5). Oft kann jedoch in den Geweben persistierende 
Erreger-DNA auch unter effektiver antimikrobieller Therapie über Wochen nachweisbar sein, 
so dass eine Therapiekontrolle bisher auch mit dieser Methode nicht möglich ist (Reed, 2002).  Einleitung 
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Probenmaterial  Sensitivität  Spezifität 
Hautbiopsie (EM)  68 %  100 % 
Blut o. Plasma  9,5 - 40 %  - 
Gelenkspunktat  73 %  99 % 
Liquor cerebrospinalis  20 %  - 
Urin  13 - 100 %  - 
 
Tab.  1.5,  Mittlere  Sensitivität  und  Spezifität  des  Nachweises  von  Borrelien-DNA  aus 
verschiedenen Materialien mittels PCR, - keine Angabe (entnommen aus Dumler, 2001; Schwartz 
et al., 1992; Wilske et al., 2007) 
 
1.2.4 Therapie und Prognose 
Die in den Leitlinien der Infectious Diseases Society of America empfohlene Therapie ist in 
den Tab. 1.6 und 1.7 dargestellt. Sowohl Beta-Lactam-Antibiotika als auch Tetracycline sind 
gegen Borrelien gut wirksam. Die Therapieform und Dauer ist abhängig vom Stadium und der 
Schwere der Erkrankung. 
Indikation  Therapieform  Dauer [Tage] 
asymptomatischer Zeckenstich  keine  - 
Erythema migrans  oral  14-21 
Borrelien-Lymphozytom  oral  14 
Akute neurologische Symptomatik     
Akute Meningitis oder Radikulopathie  parenteral  14-28 
Akute Fazialisparese  oral  14-21 
Kardiale Symptomatik     
AV-Block I. oder II. Grades  oral  14-21 
AV-Block III. Grades  parenteral  14-21 
Spätsymptome     
Arthritis mit neurologischen Symptomen  oral  28 




Persistierende Arthritis nach zwei Therapiezyklen  symptomatisch   
Erkrankung des zentralen oder peripheren 
   Nervensystems 
parenteral  14-28 
Chronische Borreliose oder Post-Lyme Erkrankung  symptomatisch   
 
Tab 1.6, Empfehlungen zur Behandlung der Lyme-Borreliose (modifiziert nach Nadelman und 
Wormser, 1998; Wormser et al., 2000) Einleitung 
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Medikament  Dosis für Erwachsene 
   [pro Tag] 
Dosis für Kinder [pro Tag] 
Oral     
1. Wahl     
Amoxicillin oral  3 x 500 mg  50 mg/kg in 3 Dosen (max. 500 mg/Dosis) 
Doxycyclin
a  2 x 100 mg  < 8 Jahre nicht empfohlen;  
≥ 8 J. 2 x 1-2 mg/kg (max. 100 mg/Dosis) 
2. Wahl     
Cefuroxim axetil  2 x 500 mg  30 mg/kg in 2 Dosen (max. 500 mg/Dosis) 
Parenteral     
1. Wahl     
Ceftriaxon  1 x 2 g  1 x 75-100 mg/kg (max. 2 g) 
2. Wahl     
Cefotaxim  3 x 2 g   150-200 mg/kg in 3 oder 4 Dosen (max.  
    6 g/Tag) 
Penicillin G
b  18-24 Millionen 
Einheiten in 6 Dosen 
200000-400000 Einheiten/kg in 6 Dosen 
    (max. 18-24 Millionen Einheiten) 
 
a Tetracycline sind bei schwangeren oder stillenden Frauen relativ kontraindiziert. 
b Die Penicillin-Dosis muss bei eingeschränkter Nierenfunktion reduziert werden. 
 
Tab 1.7, Medikamente in der Behandlung der Lyme-Borreliose (modifiziert nach Wormser et al., 
2000) 
 
Die  Ergebnisse  der  Behandlung  der  akuten  Stadien  der  Lyme-Borreliose,  einschließlich 
neurologischer Symptomatik, sind zufriedenstellend. Bei mehr als 90 % der Patienten sind 
nach erfolgter Therapie keine objektiven Symptome mehr vorhanden, Rückfälle sind selten. 
Dem  entgegen  steht  die  relativ  schlechte  Prognose  der  Symptome  der  chronischen 
Neuroborreliose, die oft nur langsam rückläufig sind und über Monate bis Jahre persistieren 
können.  
Auch die Lyme-Arthritis spricht oft auf eine antimikrobielle Therapie schlecht an. 10 % der 
Patienten in den USA haben persistierende Gelenksentzündungen über Monate oder sogar 
Jahre (Steere, 2001). 
Auch  nach  angemessener  Behandlung  hat  ein  kleiner  Prozentsatz  der  Patienten  bleibende 
subjektive Symptome wie Gelenkschmerzen, neurokognitive Defizite oder Abgeschlagenheit. 
Diese Erkrankung wird als Post-Lyme-Syndrom bezeichnet. Einleitung 
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1.2.5 Prophylaxe 
Um  die  Infektion  mit  Borrelien  zu  verhindern,  wird  empfohlen,  mit  Zecken  verseuchte 
Gebiete  zu  meiden  und  in  Gebieten  mit  potentiellem  Zeckenvorkommen  geeignete  lange 
Kleidung zu tragen. Auch die Anwendung von Repellentien vermittelt einen gewissen Schutz. 
Nach dem Aufenthalt im Freien, sollte man den Körper nach Zecken absuchen und diese 
entfernen. Die Einstichstelle sollte anschließend gründlich desinfiziert werden. 
Eine Chemoprophylaxe nach Zeckenstich wird auf Grund des geringen Übertragungsrisikos 
der Spirochäten und dem im Verhältnis dazu hohen Risiko einer Arzneimittelreaktion nicht 
empfohlen.  
Ein Impfstoff steht derzeit für Menschen nicht zur Verfügung. In den USA war für wenige 
Jahre ein wirksamer rekombinanter Impfstoff basierend auf dem Oberflächenantigen OspA 
eingeführt. Die Impfung mit drei Dosen verhinderte in 76 % der Fälle eine symptomatische 
Infektion (Poland und Jacobson, 2001). Das Medikament wurde jedoch im Februar 2002 aus 
kommerziellen Gründen vom Markt genommen.  
Die Entwicklung eines Impfstoffes gegen die Lyme-Erkrankung ist Gegenstand intensiver 
Forschung, jedoch in Europa auf Grund der hohen Erregervariabilität schwierig (Robert Koch 
Institut, 2007). 
 
1.3 Borrelia lusitaniae 
Die  Erstbeschreibung  und  Charakterisierung  von  B.  lusitaniae  als  neuer  Borrelienspezies 
erfolgte 1997 durch Anne le Fleche et al. (Le Fleche et al., 1997). 
Anhand der Analyse des hochkonservierten 16S rRNA Genlocus, stellt sich B. lusitaniae als 





Abb. 1.3, Phylogenetischer Stammbaum der Borrelien, konstruiert nach Sequenzanalyse des 16S 
rRNA-Locus (entnommen aus Wang et al., 1999b) 
 
1.3.1 Ökologie 
B.  lusitaniae  wurde  bisher  nur  in  Europa  und  Nordafrika  isoliert.  Hierbei  wurden  die 
Bakterien in Zecken aus der Schweiz (Jouda et al., 2002, 2004a, 2004b; Poupon et al., 2006), 
Weißrussland,  Frankreich  (Richter  et  al.,  2003),  Tschechien,  Moldawien,  Portugal,  der 
Ukraine, der Türkei, Spanien (Barral et al., 2002), der Slowakei (Gern et al., 1999), Polen, 
Deutschland  (Richter  und  Matuschka,  2006),  Marokko  (Sarih  et  al.,  2003)  und  Tunesien 
(Younsi et al., 2001; Zhioua et al., 1999) nachgewiesen. In Nordafrika und Portugal stellt     
B. lusitaniae die bei weitem überwiegende bzw. sogar einzige Borrelienspezies dar, die bisher 
gefunden wurde (De Michelis et al., 2000; Sarih et al., 2003; Younsi et al., 2001; Zhioua et 
al., 1999). Außerhalb der letztgenannten Gebiete kommen B. lusitaniae nur in relativ eng 
umschriebenen Regionen vor. Die Länder, in denen B. lusitaniae aus Zecken isoliert wurde, 





Abb. 1.4, Geographisches Vorkommen von B. lusitaniae in Europa (mit Stern markierte Länder) 
 
Das Reservoir von B. lusitaniae stellen Eidechsen dar, wobei verschiedene Arten identifiziert 
wurden, die hierbei eine Rolle spielen: die Mauereidechse (Podarcis muralis) (Amore et al., 
2007; Richter und Matuschka, 2006), als auch die Zauneidechse (Lacerta agilis) (Majláthová 
et  al.,  2008;  Richter  und  Matuschka,  2006),  die  Smaragdeidechse  (Lacerta  viridis) 
(Majláthová et al., 2006) und der algerische Sandläufer (Psammodromus algirus) (Dsouli et 
al., 2006). Der Nachweis von B. lusitaniae in Zugvögeln in der Schweiz lassen zusätzlich 
vermuten, dass diese Genospezies durch Vögel über weitere Strecken in andere Regionen 
verschleppt werden, wo sie sich dann, wie bei einem Reservoir in Eidechsen zu vermuten, 
wiederum in eng umschriebenen Gebieten verbreiten (Poupon et al., 2006; Vitorino et al., 
2008).  
Wie  bereits  beschrieben,  wird  B.  lusitaniae  bisher  nur  in  Portugal  und  Nordafrika  mit 
Regelmäßigkeit in Zecken gefunden. Phylogenetische Studien legen einen Ursprung der Art 
in  Portugal  nahe,  von  wo  sie  vermutlich  in  die  anderen  Regionen  Europas  und  nach 
Nordafrika gelangten (Younsi et al., 2005). 
 
1.3.2 Pathogenität von B. lusitaniae 
B. lusitaniae wurde bisher in zwei Fällen vom Menschen isoliert, in beiden Fällen handelte es 
sich um Patienten aus Portugal. Einleitung 
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Der erste Fall wurde im Jahr 2005 von Isabel da Franca et al. publiziert (da Franca et al., 
2005).  Es  handelte  sich  hierbei  um  eine  46-jährige  portugiesische  Patientin  mit  einer 
asymptomatischen  Hautläsion  am  Oberschenkel,  welche  eine  Acrodermatitis  chronica 
atrophicans vermuten lies. Die Patientin berichtete außerdem über die folgenden Symptome: 
persistierende Kopfschmerzen, Parästhesien in den Händen, vorwiegend nächtliche Krämpfe 
am Körperstamm und Palpitationen. Der Patientin waren weder ein Zeckenstich noch eine 
Hautrötung im Sinne eines Erythema migrans erinnerlich, jedoch ließen ihre Lebensumstände 
anamnestisch auf Kontakt zu Zecken schließen.  
Aus einer gewonnenen Biopsie aus der Hautläsion der Patientin wurde der Stamm PoHL1 
kultiviert und durch Genotypisierung der Spezies B. lusitaniae zugeordnet (Collares-Pereira et 
al., 2004). 
Der zweite Fall wurde im Jahr 2008 von Lopes de Carvalho et al. (de Carvalho et al., 2008) 
veröffentlicht.  Hierbei  handelte  es  sich  um  ein  13-jähriges  portugiesisches  Mädchen  mit 
Schwellung, Schmerz, Zyanose und Paraesthesien des dritten, vierten und fünften Fingers der 
rechten Hand sowie einem intermittierenden Vaskulitis-ähnlichen punktförmigen Erythem.  
Die Kultivierung von Spirochäten gelang aus einer 500 µl Vollblutprobe der Patientin, wobei 
die Genotypisierung die Spezies B. lusitaniae ergab. 
Weitere  Assoziationen  zwischen  klinischen  Symptomen  und  B.  lusitaniae  wurden  
beschrieben, welche ein humanpathogenes Potential der Borrelienspezies vermuten lassen:  
Ein klinischer Bericht aus Tunesien beschreibt Patienten mit neurologischen und artikulären 
Symptomen, die vereinbar mit dem Krankheitsbild einer Lyme-Borreliose waren. Sie wurden 
serologisch  im  ELISA  positiv  auf  B.  burgdorferi  s.l.  getestet  (Aoun  et  al.,  1998).  Da             
B.  lusitaniae  in  Nordafrika  die  weitaus  am  häufigsten  aus  Zecken  isolierte 
Borreliengenospezies  ist,  lässt  dieser  Bericht  auf  B.  lusitaniae  als  Krankheitserreger 
schließen.  
Auch  eine  Doktorarbeit  aus  Portugal  beschreibt  die  mehrfache  Identifizierung  von                 
B. lusitaniae-DNA mittels PCR in Hautbiopsien von Patienten mit Erythema migrans (da 
Franca, 2004).  
Eine weitere interessante Untersuchung wurde von Nordin S. Zeidner et al. im Jahr 2001 
veröffentlicht (Zeidner et al., 2001). Sie infizierten C3H/HeN-Mäuse mit dem portugiesischen 
B.  lusitaniae  Zeckenisolat  PotiB2.  Innerhalb  von  28  Tagen  konnten  sie  eine  multifokale, 
lymphoide  interstitielle  Zystitis  und  eine  Entzündungen  des  Herzens  im  Sinne  einer 
Endarteriitis der Aorta, welche durch die Gefäßwand in das angrenzende Myokard übergriff, Einleitung 
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induzieren.  Dieser  Versuch  demonstriert  eindrücklich  das  pathogene  Potential  von                
B. lusitaniae im Mausmodell.  
Die  veröffentlichten  Ergebnisse  liefern  wichtige  Hinweise,  dass  B.  lusitaniae  pathogenes 
Potential besitzt. Unter welchen Bedingungen dieses für den Menschen von Bedeutung ist, ist 
weiterhin Gegenstand wissenschaftlicher Forschung. 
 
1.4 Das Komplementsystem 
1.4.1 Aufbau und Nomenklatur 
Das  Komplementsystem  besteht  aus  ca.  40  hitzelabilen  Serum-  und  membrangebundenen 
Proteinen, die in ihrer Gesamtheit über 3 g pro Liter Serum oder ca. 15 % der Globulin-
Fraktion im Serum ausmachen.  
Die  Nomenklatur  der  Proteine  des  klassischen  Weges  erfolgte  nach  der  historischen 
Reihenfolge  ihrer  Isolierung  als  C1,  C2  usw.,  die  Nummerierung  ist  somit  nicht  immer 
kongruent mit der Reihenfolge ihrer Aktivierung. Die Proteine des alternativen Weges werden 
als Faktoren in Kombination mit einem Buchstaben bezeichnet, z.B. Faktor B.  
 
1.4.2 Funktion des Komplementsystems 
Das  Komplementsystem  ist  Teil  der  angeborenen  Immunität.  Als  solches  besitzt  es  drei 
Hauptaufgaben. Eine Übersicht gibt Tab. 1.8. 
1. Verteidigung des Wirtes gegen eingedrungene Mikroorganismen. Dieser Mechanismus 
ist v. a. bei der Abwehr von gramnegativen Erregern von Bedeutung. Im Einzelnen kann das 
Komplement durch kovalente Bindung von Fragmenten der Komponenten C3 und C4 an die 
Oberfläche von Erreger die Phagozytose einleiten. Dieser Vorgang wird als Opsonisierung 
bezeichnet. Die Spaltprodukte C3a, C4a und C5a wirken als Anaphylatoxine und sind wichtig 
für Chemotaxis und Aktivierung von Leukozyten. Das Komplementsystem kann Zellen auch 
direkt lysieren. Dies wird durch Porenbildung durch die Integration des aus den Komponenten 
C5b bis C9 bestehenden Komplexes in die Zellmembran des Erregers ermöglich. Diese Pore 
wird als terminaler Membranangriffskomplex (MAC) oder terminaler Komplementkomplex 
(TCC) bezeichnet. 
2.  Das  Komplementsystem  stellt  außerdem  ein  Bindeglied  zwischen  angeborener  und 
erworbener  Immunität  dar.  Hierbei  verstärkt  es  zum  einen  die  Antikörperantwort,  zum 
anderen  verstärkt  es  das  immunologische  Gedächtnis.  Dies  erfolgt  über  Immunkomplexe, Einleitung 
17 
welche mit C3b und C4b beladen sind und so von C3-Rezeptoren auf B-Zellen, Antigen-
präsentierenden Zellen bzw. follikulären dendritischen Zellen erkannt werden.  
3. Wichtig für den Wirtsorganismus ist außerdem die Rolle des Komplementsystems beim 
Abbau von Immunkomplexen oder von Fragmenten apoptotischer Zellen. Diese werden 
nach  Markierung  durch  C1q  oder  kovalent  gebundenes  C3  und  C4  durch  Phagozyten 
aufgenommen und abgebaut (Walport, 2001). 
Funktion    Beteiligte Komplementkomponenten 
Erregerabwehr:   
Opsonisierung 
 
Kovalent gebundenes C3b und C4b 
Chemotaxis  C3a, C4a, C5a  
Aktivierung von Leukozyten   
Lyse von Bakterien und Zellen  Terminaler Membranangriffskomplex 
   C5b-C9 (MAC) 
Verbindung angeborene-erworbene Immunität   
Verstärkung der Antikörperbildung  C3b, C4b 
Verstärkung des immunologischen 
   Gedächtnisses 
C3b, C4b 
Abbau von Abfall   
Abbau von Immunkomplexen  C1q, C3b, C4b 
Abbau apoptotischer Zellen  C1q, C3b, C4b 
 
Tab.  1.8,  Übersicht  über  die  Funktionen  des  Komplementsystems  und  beteiligte  Proteine 
(modifiziert nach Walport, 2001) 
 
1.4.3 Aktivierung des Komplementsystems 
Das  Komplementsystem  kann  über  drei  Wege  aktiviert  und  so  die  Komplementkaskade 
angestoßen werden: den klassischen Weg, den Lektin-Weg und den alternativen Weg (s. Tab. 
1.9).  
Aktivierungsweg:  Reihenfolge beteiligter Proteine: 
Klassischer Weg  C1, C4, C2, C3 
Lektin Weg  MBL, MASP1/MASP2, C3 
Alternativer Weg  Faktor B, Properdin, Faktor D, C3 
 
Tab. 1.9, Aktivierung der Komplementkaskade 
 
Der klassische Weg wird hauptsächlich durch Bindung von Antikörpern der Subklassen IgM 
und IgG2b an Bakterienoberflächen eingeleitet. C1q bindet an den Fc-Teil des Antikörpers 
und wird so aktiviert. Die Untereinheit C1s wird nun enzymatisch aktiv und spaltet C4 in C4a 
und C4b. C4b lagert sich auf Bakterien ab und bindet dort C2. Von diesem wird nun das 
kleine Fragment C2b abgespalten und der verbleibende Komplex aus C4b und C2a bildet die Einleitung 
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C3-Konvertase des klassischen Weges. Dieses Enzym ist nun in der Lage, C3 in C3a und C3b 
zu spalten.  
Die Aktivierung des klassischen Weges ist auch ohne die Mitwirkung von Antikörpern durch 
die Bindung und Aktivierung von C1q durch Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien 
möglich (Loos und Clas, 1987).  
Der Lektin-Weg wird durch die spezifische Erkennung von Mannose-binding Lectin (MBL) 
oder Ficolinen von Kohlenhydraten auf pathogenen Mikroorganismen aktiviert. Durch die 
Bindung  werden  die  Mannose-binding  Lectin  assoziierten  Serinproteasen  MASP1  und 
MASP2 aktiviert, welche C4 und C2 spalten. Durch die Bildung der C3-Konvertase C4b2a 
mündet der Lektin-Weg in den klassischen Weg der Komplementaktivierung. 
Die Aktivierung des alternativen Weges wird durch die spontane Konformationsänderung 
von  C3  eingeleitet  und  geschieht  somit  zu  jeder  Zeit  an  jedem  Ort  im  Körper  unter 
Anwesenheit von C3. Dieses Protein befindet sich in einer Konzentration von 1,4 mg/ml im 
Serum und ist im Blut und in anderen Körperflüssigkeiten vorhanden. Die intermediäre Form 
von C3 ist in der Lage Faktor B zu binden. Wird dieser nun durch Faktor D gespalten, entsteht 
die C3-Konvertase C3(H2O)Bb, welche nun C3 in C3a und das hochreaktive C3b spaltet. Ein 
weiterer  Verstärkungsschritt  der  Aktivierung  ergibt  sich  durch  die  Formierung  der  C3-
Konvertase C3bBb durch Bindung von C3b an Faktor B und anschließende Spaltung durch 
Faktor D. Die Bildung von C3b wird somit explosionsartig verstärkt (Zipfel et al., 2006). 
Alle  drei  Wege  münden  gemeinsam  in  der  Aktivierung  der  terminalen  Sequenz  durch 
Spaltung  von  C3  in  C3a  und  C3b.  C3  stellt  somit  ein  Schlüsselelement  der 
Komplementkaskade dar. Große Mengen C3b-Moleküle werden am Ort der Aktivierung auf 
den Zelloberflächen eingedrungener Erreger abgelagert, die so als „fremd“ erkannt werden. 
Im  weiteren  Verlauf  lagert  sich  auch  C3b  an  die  C3-Konvertase  des  klassischen  Weges, 
einem Komplex aus C4b und C2a, an und es entsteht so die C5-Konvertase des klassischen 
Weges. Die C5-Konvertase des alternativen Weges entsteht durch die Assemblierung der C3-
Konvertase und C3b. Die C5-Konvertasen spalten C5 in das Anaphylatoxin C5a und das 
größere Fragment C5b, welches die Formierung des terminalen Membranangriffskomplexes 
mit den weiteren Komponenten C6, C7, C8 und C9 einleitet. Dieser Komplex integriert sich 
als Pore in der bakteriellen Zellmembran, was letztendlich zur Lyse des Bakteriums führt     





Abb. 1.5, Ablauf der Komplementkaskade (entnommen aus Lambris et al., 2008). 
 
1.4.4 Regulation des Komplementsystems 
Die Regulation des Komplementsystems ist essentiell für den Erhalt der Unversehrtheit des 
Körpers. Da der alternative Weg einer spontanen Aktivierung unterliegt, unterscheidet diese 
nicht  zwischen  Oberflächen  von  Erregern  und  körpereigenen  Zellen.  Die  eigenen  Zellen 
müssen  also  Möglichkeiten  besitzen,  den  Ablauf  der  Komplementkaskade  frühzeitig  zu 
stoppen, bevor die explosionsartige Amplifikation der zerstörerischen C3b-Moleküle erfolgt. 
Gleichzeitig darf auf der anderen Seite die Zerstörung eingedrungener Mikroorganismen nicht 
beeinträchtigt werden.  
Die Feinstregulierung der Komplementaktivierung zum Schutz der Körperzellen geschieht 
durch mehrere Regulatoren. Sie sind zum Teil Bestandteil der körpereigenen Zelloberflächen 
und zum Teil als lösliche Proteine im Serum und in anderen Körperflüssigkeiten vorhanden. 
Membranständige  Komplementregulatoren  des  alternativen  Weges  sind  Complement 
Receptor  1  (CR1,  CD35),  Membrane  Cofactor  Protein  (MCP,  CD46),  Decay-accelerating 
Factor (DAF, CD55) und CD59. Als lösliche Regulatoren sind beim Menschen Faktor H, 
Factor-H-like Protein-1 (FHL-1) und das C4 bindende Protein (C4BP) von Bedeutung. Die 
Aktivitäten  der  Komplementregulatoren  sind  zum  Teil  überlappend  und  redundant  und 
bestehen im Einzelnen in den folgenden Fähigkeiten: 
1. Hemmung der Zusammenlagerung der C3-Konvertase,  
2. Inaktivierung von abgelagertem C3b durch die Serinprotease Faktor I in Kooperation mit 
den Komplementregulatoren Faktor H, FHL-1 und C4BP (Kofaktoraktivität) (s. Abb. 1.6).  
3.  Die  Beschleunigung  des  Zerfalls  der  C3-Konvertase  (Decay  Accelerating-Activity) 





Abb. 1.6, Schematische Darstellung der Komplementinhibition durch Faktor H und Faktor I 
 
1.4.5 Die Faktor H-Proteinfamilie 
Faktor H, ein Koplementregulator des alternativen Weges, ist ein 150 kD großes Protein und 
kommt in einer Konzentration von 500 µg/ml im Serum und anderen Körperflüssigkeiten 
gelöst vor.  
Es ist aus 20, sich individuell faltenden Proteindomänen, den sog. short consensus repeats 
(SCRs) aufgebaut.  
Für seine Aufgaben bei der Komplementregulation konnte den SCRs 1-4 die Kofaktor- und 
Decay Accelerating-Activity zugeordnet werden. Faktor H kann außerdem C3b, Heparin und 
C-reaktives Protein (CRP) binden. Die Bedeutung hiervon ist jedoch bisher noch Bestandteil 
intensiver Forschung. 
 
FHL-1 entsteht durch Spaltung des Transkripts des Faktor H kodierenden Gens und besitzt ein 
Molekulargewicht von 42  kD. Seine Konzentration im Serum beträgt 50 µg/ml, somit nur ca. 
ein  Zehntel  dessen  von  Faktor  H.  Dieses  Glykoprotein  besteht  aus  den  gleichen  sieben         
N-terminalen SCRs wie Faktor H, besitzt jedoch zusätzlich am C-Terminus vier hydrophobe 
Aminosäuren  (Serin-Phenylalanin-Threonin-Leucin).  FHL-1  ist  ebenfalls  ein  potenter 
Regulator des alternativen Weges des Komplementsystems (Zipfel und Skerka, 1994; Zipfel 
et al., 2002).   
 
Des  Weiteren  gehören  zur  Faktor  H-Proteinfamilie  die  Faktor  H  related  Proteins  1-5    
(FHR1-5).  Sie  werden  von  individuellen  Genen  kodiert  und  sind  aus  bis  zu  neun  SCRs 
aufgebaut, die in ihrer Aminosäuresequenz zu SCRs von Faktor H und FHL-1 homolog sind. 
Hierbei beträgt die Identität der einzelnen SCRs 32 % bis 100 %. Für die drei am C-Terminus Einleitung 
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gelegenen SCRs von FHR-1 ergeben sich Identitäten von 100%, 100% und 97% im Vergleich 




Abb. 1.7, Aufbau der Proteine der Faktor H-Familie (modifiziert nach Józsi und Zipfel, 2008) 
 
1.5 Komplementresistenz als Virulenzfaktor bei Mikroorganismen 
1.5.1 Serumresistenz durch Bindung von Komplementregulatoren 
Die  Fähigkeit  eines  Mikroorganismus,  der  bakteriziden  Wirkung  von  Komplement  zu 
entgehen und im Serum zu überleben, wird als Serumresistenz bezeichnet.  
Eine von zahlreichen Strategien, Serumresistenz zu erlangen, besteht in der Bindung löslicher 
Komplementregulatoren an die Mikrobenoberfläche (Kraiczy und Würzner, 2006; Lambris et 
al., 2008). Ähnlich den Körperzellen machen sich die Erreger die hemmende Wirkung von 
Faktor  H,  FHL-1  oder  C4BP  auf  die  Aktivierung  des  Komplementsystems  zu  nutze.  So 
werden in den Körper eingedrungene Mikroorganismen nicht frühzeitig durch die angeborene 
Immunität des Wirts zerstört, sondern können sich hämatogen im Organismus verteilen und Einleitung 
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so  eine  disseminierte  Infektion  verursachen.  Somit  stellt  die  Serumresistenz  einen 
bedeutenden Virulenzfaktor dar. 
Der hier beschriebene Mechanismus ist bei gram-positiven, wie gram-negativen Bakterien 
weit verbreitet, wie z. B. bei Staphylokokken, Streptokokken, Pneumokokken, Neisserien, 
Yersinien  und  Borrelien.  Aber  auch  bei  Viren  (z.B.  HIV-1),  bei  Pilzen  (z.B.  Candida 
albicans,  Aspergillus)  und  bei  Parasiten  (z.B.  Echinococcus  spp.,  Onchocerca  volvulus) 
wurde die Fähigkeit zur Bindung von Komplementregulatoren an der Bakterienoberfläche 
gezeigt (Kraiczy und Würzner, 2006; Lambris et al., 2008). 
Borrelien unterscheiden sich in Hinblick auf ihre Fähigkeit Komplement zu aktivieren und der 
Lyse  durch  Komplement  zu  entgehen.  Im  Allgemeinen  sind  die  meisten  B.  afzelii-  und          
B. spielmanii-Isolate resistent gegen die Komplement vermittelte Lyse, während die Mehrzahl 
der  B.  burgdorferi  s.s.-Isolate  einen  intermediär  resistenten  Phänotyp  aufweisen.  Im 
Gegensatz hierzu werden die meisten B. garinii-Isolate als serumsensibel eingestuft (Brade et 
al., 1992; Breitner-Ruddock et al., 1997; Herzberger et al., 2007; Kraiczy et al., 2002; van 
Dam et al., 1997). 
Die  Serumresistenz  von  Borrelien  kann  als  Pathogenitätsfaktor  angesehen  werden.  Die 
Fähigkeit,  gegenüber  der  bakteriolytischen  Wirkung  des  Komplementsystems  resistent  zu 
sein, ermöglicht es den Spirochäten, vom Ort des Zeckenstichs hämatogen zu disseminieren 
und an die verschiedensten Orte im Körper zu gelangen.  
Die serumsensiblen Borrelienspezies aktivieren sowohl den alternativen Weg, als auch den 
klassischen Weg in Abwesenheit von Antikörpern (Breitner-Ruddock et al., 1997; Kraiczy et 
al., 2000; van Dam et al., 1997). 
 
1.5.2 Complement Regulator-Acquiring Surface Proteins (CRASPs) von B. burgdorferi 
Serumresistente Borrelien sind in der Lage die Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1 
sowie FHR-1 an ihrer Oberfläche zu binden. Die hierfür verantwortlichen Proteine wurden als 
Complement  Regulator-Acquiring  Surface  Proteins  (CRASPs)  bezeichnet  (Kraiczy  et  al., 
2001b). Sie wurden entsprechend ihres Molekulargewichts von 1-5 nummeriert, gleichzeitig 
steht ein Buchstabenkürzel für die Borrelienspezies, bei welcher das Protein entdeckt wurde. 
Bb steht hierbei für Borrelia burgdorferi, Ba für B. afzelii und Bs für B. spielmanii. 
CRASPs sind keine einheitlichen Proteine. Sie werden anhand ihrer Bindungseigenschaften in 
drei Gruppen eingeteilt. CRASPs der Gruppe 1 sind in der Lage, Faktor H und FHL-1 zu 
binden (z.B. BbCRASP-1 und -2, BaCRASP-1 und -2, BsCRASP-1), die der Gruppe 2 binden Einleitung 
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nur FHL-1 (BaCRASP-3) und die der Gruppe 3 Faktor H und FHR-1 (z.B. BbCRASP-3 bis -
5, BaCRASP-4 und -5) (Haupt et al., 2007; Kraiczy et al., 2002). 
Sowohl die Expression von BbCRASP-1 als auch von BbCRASP-2 allein führt bei Borrelien 
zur  Serumresistenz.  Daher  stellen  diese  Proteine  die  wichtigsten  Moleküle  dar,  um  der 
Komplement-vermittelten Lyse zu entgehen (Brooks et al., 2006; Kenedy et al., 2009; Siegel 
et  al.,  2008).  Das  BbCRASP-1  kodierende  cspA-Gen  ist  auf  dem  linearen  Plasmid  lp54 
lokalisiert und gehört zur pgf54 Familie (Casjens et al., 2000; Wallich et al., 2005). Von den 
insgesamt  14  Mitgliedern  dieser  Proteinfamilie  bindet  nur  BbCRASP-1  die  beiden 
Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1. Es ist auch das einzige CRASP-Protein, dessen 
dreidimensionale Struktur aufgeklärt ist (Cordes et al., 2005). BbCRASP-2 ist das Produkt 
des cspZ-Gens, welches auf dem linearen Plasmid lp28-3 lokalisiert ist. Auch BbCRASP-2 
bindet Faktor H und FHL-1 (Hartmann et al., 2006; Rogers und Marconi, 2007; Siegel et al., 
2008). 
Anders verhält es sich jedoch mit BbCRASP-3, -4 und -5. Sie gehören zu der polymorphen 
Erp (OspE/F-related)-Proteinfamilie und ihnen ist gemeinsam, dass sie für sich alleine nicht in 
der Lage sind, eine vollständige Serumresistenz zu vermitteln.  
Die  verschiedenen  CRASPs  werden  während  des  komplexen  Infektionszyklus  zu 




Abb.  1.8,  Verlauf  der  Expression  von  CRASPs  zu  verschiedenen  Zeitpunkten  des 
Infektionszyklus Zecke-Wirt (modifiziert nach Bykowski et al., 2008)  
 Einleitung 
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Untersuchungen mit B. burgdorferi zeigten keine Expression von CRASPs im Mitteldarm von 
Nymphen  vor  der  Blutmahlzeit.  Während  der  Blutmahlzeit  und  zum  Zeitpunkt  der 
Übertragung  der  Borrelien  beginnt  die  Produktion  von  BbCRASP-3,  -4  und  -5,  während 
BbCRASP-1  und  -2  weiterhin  auf  kaum  nachweisbarem  Niveau  stagnieren.  An  der 
Einstichstelle  in  der  Haut  des  Wirts  können  anschließend  deutlich  BbCRASP-1  und 
BbCRASP-3, -4 und -5 nachgewiesen werden. Im Laufe der disseminierten Infektion bleibt 
die Expression von BbCRASP-3 bis -5, gemessen an der starken und wiederholt stimulierten 
Antikörperreaktion des Wirtes, dauerhaft hoch. Im Gegensatz dazu ist eine Expression des 
cspA-Gens ab zwei Wochen nach Infektion nicht mehr nachzuweisen. Die Expression von 
cspZ steigt dagegen kontinuierlich an und ist signifikant höher als bei Borrelien in der Zecke. 
Bei Übertragung der Borrelien von der Maus auf die saugende Larve ist die Expression von 
BbCRASP-1 wiederum hoch, während nur geringfügige Mengen BbCRASP-2 nachzuweisen 
ist. Die Erp-Proteine BbCRASP-3, -4 und -5 werden weiterhin stark exprimiert. Nachdem die 
Blutmahlzeit beendet ist und sich die Zecke vom Wirt gelöst hat, drosseln die Borrelien die 
Produktion aller CRASPs (Bykowski et al., 2008; Stevenson et al., 2006).  
 
1.5.3 Erp-Proteine von B. burgdorferi 
Alle  bisher  untersuchten  Isolate  des  B.  burgdorferi  s.l.-Komplexes  besitzen  auf  ihren 
zirkulären cp32 Plasmiden einen mono- oder bicistronischen Erp-Locus. Die hier lokalisierten 
Gene sind sehr heterogen. Rückfallfieber-Borrelien besitzen dagegen keinen Erp-Locus, was 
auf  eine  spezifische  Bedeutung  dieses  Genortes  für  die  Biologie  der  Lyme-Borrelien 
schließen lässt.  
Die  Proteine  der  Erp-Familie,  zu  denen  auch  BbCRASP-3/ErpP,  BbCRASP-4/ErpC  und 
BbCRASP-5/ErpA  gehören,  sind  oberflächenexponierte  Lipoproteine  und  ihre 
Aminosäuresequenz zeigt eine große Diversität (Stevenson et al., 2006). 
Einige Erp-Proteine, wie z.B. BbCRASP-3/ErpP, BbCRASP-4/ErpC und BbCRASP-5/ErpA 
von B. burgdorferi binden Faktor H unter in vitro Bedingungen. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden,  dass  diese  Erp-Proteine  Plasminogen  binden  (Brissette  et  al.,  2009)  und  ErpX 




Abb. 1.9, Phylogramm der Erp-Proteinfamilie anhand der Aminosäuresequenz (entnommen aus 
Brissette et al., 2007) 
 Einleitung 
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1.6 Ziele dieser Arbeit: 
Die  Genospezies  B.  lusitaniae  stellt  eine  bisher  wenig  untersuchte  Spezies  innerhalb  des       
B. burgdorferi s.l.-Komplexes dar. Bisher konnte bezüglich der Rolle von B. lusitaniae als 
Krankheitserreger beim Menschen keine eindeutige Aussage getroffen werden.  
Es ist bekannt, dass die humanpathogenen Borrelienspezies B. burgdorferi, B. afzelii und      
B.  spielmanii  die  Fähigkeit  besitzen,  mittels  sog.  CRASP-Proteine  die  humanen 
Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1 zu binden, was einen Mechanismus im Rahmen 
des Immunescapes dieser Borrelienspezies darstellt. 
Vor diesem Hintergrund besteht ein besonderes Interesse darin, die Wechselwirkungen der 
Genospezies B. lusitaniae mit dem angeborenen menschlichen Immunsystem zu untersuchen.  
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten die folgenden Ziele bearbeitet werden:  
 
1.  Grundlegende  Untersuchungen  von  B.  lusitaniae  zur  Serumempfindlichkeit/  -resistenz 
gegenüber  dem  humanen  Komplementsystem.  Hierbei  sollte  im  Besonderen  der  Frage 
nachgegangen  werden,  ob  B.  lusitaniae  die  Fähigkeit  besitzt,  die  löslichen  humanen 
Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1 zu binden und deren regulatorische Aktivität im 
Rahmen eines Immunescapes zu nutzen.  
 
2. Identifizierung und Charakterisierung potentielle Faktor H und FHL-1 bindender Proteine.  
 
3. Charakterisierung der kürzlich entdeckten Genospezies B. lusitaniae anhand des Plasmid- 
und Proteinprofils.  Material und Methoden 
27 




Genospezies  Stamm  Herkunft des Isolates 
B. lusitaniae  SDA1-N1  Ixodes ricinus (Portugal) 
  MT-M3  Ixodes ricinus (Portugal) 
  MT-M5  Ixodes ricinus (Portugal) 
  MT-M7  Ixodes ricinus (Portugal) 
  MT-M8  Ixodes ricinus (Portugal) 
  MT-W4  Ixodes ricinus (Portugal) 
  MT-W16  Ixodes ricinus (Portugal) 
  MT-W17  Ixodes ricinus (Portugal) 
  RBU Pm2-N6  Ixodes ricinus, die an Mauer- oder 
Zauneidechsen gesaugt haben (Süddeutschland) 
  RBU La5-L2  Ixodes ricinus, die an Mauer- oder 
Zauneidechsen gesaugt haben (Süddeutschland) 
  HHS La1-L3  Ixodes ricinus, die an Mauer- oder 
Zauneidechsen gesaugt haben (Süddeutschland) 
  BBWS2-W2  wirtssuchende Ixodes ricinus (Süddeutschland) 
  ZWU3-N4  wirtssuchende Ixodes ricinus (Süddeutschland) 
  ZWS-W1  wirtssuchende Ixodes ricinus (Süddeutschland) 
  IP-N1  wirtssuchende Ixodes ricinus (Süddeutschland) 
  PoHL1  humanes Hautisolat (Portugal) 
B. burgdorferi s.s.  LW2  humanes Hautisolat (Deutschland) 
  B31-e2  Zeckenisolat (USA) 
B. afzelii  FEM1-D15  Hautisolat, kloniert (Deutschland) 
B. garinii  G1  humanes Liquorisolat (Deutschland) 
B. spielmanii  A14S  humanes Hautisolat (Niederlande) 
 
2.1.1.2 E. coli-Stämme 
Stamm  Genotyp  Herkunft, Katalog Nr. 
TOP10  F
-mcrAΔ(mrr-hsdRMS-mcrBC)Φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU 
galK rpsL (Str
R) endA1 nupG 
Invitrogen, Nr. K4500-40 
JM109  endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 (rk-, mk+) 
relA1 supE44 Δ(lac-proAB) [F´ traD36 proAB 
lagI
qΔZM15] 
Promega, Nr. L2001 
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2.1.2 Antikörper 
2.1.2.1 Primär-Antikörper  
Antikörper  Herkunft 
für Westernblot:   
Anti-Flagellin L41 1C11, monoklonal  Hauser et al., 1991 
Anti-GST, polyklonal (Ziege)  GE Healthcare 
für Ligandenaffinitätsblot-Analyse:   
Anti-Faktor H IXF9, monoklonal  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
Anti-Faktor H/FHL-1 B22, monoklonal  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
Anti-FHR-1 JHD 7.10.1, monoklonal  R. Wallich, Universität Heidelberg 
Anti-Faktor H human, polyklonal (Ziege)  Calbiochem, Katalog Nr. 341276 
Anti-SCR1-4, polyklonal (Kaninchen)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
für Immunfluoreszenztest (IFT):   
Anti-C3, polyklonal (Ziege)  Calbiochem, Katalog Nr. 204869 
Anti-C6, polyklonal (Ziege)  Calbiochem, Katalog Nr. 204891 
Anti-C5b-9, monoklonal  Quidel, Katalog Nr. A239 
 
2.1.2.2 Konjugierte Sekundär-Antikörper 
Antikörper  Herkunft 
für Ligandenaffinitätsblot-Analyse:   
Anti-Kaninchen IgG/HRP, polyklonal (Ziege)  Dako, Nr. P0448 
Anti-Maus IgG/HRP, polyklonal (Kaninchen)  Dako, Nr. P0260 
Anti-Ziege IgG/HRP, polyklonal (Kaninchen)  Dako, Nr. P0449 
für Immunfluoreszenztest (IFT):   
Alexa Fluor 488 anti-Maus IgG (Ziege)  Invitrogen, Nr. A11029 
Alexa Fluor 488 anti-Kaninchen IgG (Ziege)  Invitrogen, Nr. A11034 
Alexa Fluor 488 F(ab´)2 Fragment anti-Ziege IgG (Kaninchen)  Invitrogen, Nr. A21222 
 
2.1.3 Enzyme 
Enzym  Hersteller, Katalog Nr. 
Taq DNA-Polymerase  Invitrogen, Nr. 10342-020 
Restriktionsendonuklease EcoRI  New England Biolabs, Nr. R0101S 
Restriktionsendonuklease BamHI  New England Biolabs, Nr. R0136S 
Restriktionsendonuklease XhoI  New England Biolabs, Nr. R0146S 
Quick T4 DNA-Ligase  New England Biolabs, Nr. M2200S 
Ribonuklease A  Serva, Nr. 34390 
Lysozym  Sigma-Aldrich, Nr. 12650-88-3 
Proteinase K  Sigma-Aldrich, Nr. P-2308 
Trypsin  Sigma-Aldrich, Nr. T800K 
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2.1.4 Kits 
Bezeichnung  Hersteller, Katalog Nr. 
für die DNA-Aufbereitung:   
QIAquick PCR Purification Kit  Qiagen, Nr. 28106 
MinElute Reaction Cleanup Kit  Qiagen, Nr. 28206 
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System  Promega, Nr. A1470 
für die Transformation von TOP10-Zellen:   
TOPO TA Cloning Kit  Invitrogen, Nr. K4500-40 
für die Ligation von pGEX-6P-1:   
Quick Ligation Kit  New England Biolabs, Nr. M2200S 
zur Proteinkonzentrationsbestimmung:   
BCA Protein Assay Kit  Pierce, Nr. 23227 
für den Nachweis von Proteinen auf Membranen:   
Reversible Protein Detection Kit  Sigma-Aldrich, Nr. 017K6825 
zur Proteinaufreinigung von GST-Fusionsproteinen:   
GST SpinTrap Purification Module  GE Healthcare, Nr. 27-4570-03 
für den Southern Blot:   
ECL direct nucleic acid labelling and detection systems  GE Healthcare, Nr. RPN3001 
 
2.1.5 Proteine 
Protein  Herkunft 
FHL-1 (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
Faktor H, human (1,12 mg/ml)  Calbiochem, Nr. 341274 
SCR1-2 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR1-3 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR1-4 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR1-5 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR1-6 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR6-7 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR8-20 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR15-20 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR19-20 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR15-19 von Faktor H (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
FHR-1 (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR1-2 von FHR-1 (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
SCR3-5 von FHR-1 (Kulturüberstand)  P. F. Zipfel, Leibnitz-Institut, Jena 
C3b, human (1 mg/ml)  Calbiochem, Nr. 204860 
Faktor I, human (1 mg/ml)  Calbiochem, Nr. 341280 
 
2.1.6 DNA- und Proteinstandards 
Marker  Hersteller, Katalog Nr. 
123 bp DNA ladder  Invitrogen, Nr. 15613029 
Low range PFG Marker  New England Biolabs, Nr. N0350S 
Midrange PFG Marker I  New England Biolabs, Nr. N3551S 
Precision Plus Protein Standards  BioRad, Nr. 161-0373 Material und Methoden 
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2.1.7 Nukleotide für die PCR 
Nukleotid  Hersteller, Katalog Nr. 
dATP  Roth, Nr. K035.1 
dTTP  Roth, Nr. K036.1 
dGTP  Roth, Nr. K037.1 
dCTP  Roth, Nr. K038.1 
 
2.1.8 Oligonukleotide 
Name  Sequenz (5`-3`)  Herkunft 
BsCRASP-3 145(+) BamHI  GCTGTTTTTGCACTGTTTGGATC
CTGTGGAAATTTTAC 
Sigma-Aldrich 
BsCRASP-3 nc(-)  ATTCATAATTATTCTCTTCTCGA
GTTTGAATTTCTA 
Sigma-Aldrich 
OspE 34(+)  GCTGTTTTTGCACTCCCGGGTTC
TTGTGGAAAGTTT 
Roth 
E470 (-)  CTAGTGATATTGCATATTCAG  Sigma-Aldrich 
Uhb (+)  GTTGGTTAAAATTACATTTGCG  Sigma-Aldrich 
ErpC (+)  ATCATACTTTATATGATGGGC  Sigma-Aldrich 
ErpC 3nc(-)  GCTTTTTGATTCATAATTGTTCT
CGAGTATACTTCTAAC 
Sigma-Aldrich 
ErpA (+)  GCATTTGCAATGGATCCATTTTG
GGGAGTTG 
Sigma-Aldrich 
ErpA (-)  GGCTTTGGATCCAGCAAAAGAT
AAAATTACTTCAAG 
Sigma-Aldrich 
ErpP Hind (-)  CAGCACAAACAATCCAAAGCTT
TTTTATTCATAATTATTC 
Sigma-Aldrich 





BlCRASP-3 3nc(-) Xho  CTTTTTTATTCATAATTATTCTC
GAGTATACTTTAAACTTCTA 
Sigma-Aldrich 
OspA1  GGGAATAGGTCTAATATTAGC  Sigma-Aldrich 
OspA2  CTAGTGTTTTGCCATCTTCTTT  Sigma-Aldrich 
 
2.1.9 Basisvektoren  
Vektor  Hersteller, Katalog Nr.  
pCR2.1 TOPO  Invitrogen, Nr. K4510-20 
pGEX-6P-1 (Expressionsvektor)  GE Healthcare, Nr. 27-4597-01 
 





Abb. 2.1, Vektorkarten nach Angaben des Herstellers, a) pCR2.1 TOPO b) pGEX-6P-1 
 
2.1.10 Chemikalien 
Die nachfolgend angegeben Chemikalien wurden im höchsten Reinheitsgrad verwendet. 
Chemikalien  Hersteller, Katalog Nr. 
6-Aminocapronsäure  Fluka, Nr. 07260 
Aceton  Riedel-de-Haën,  Nr. 32201 
Acetylglucosamin  Sigma-Aldrich, Nr. A8625-25G 
Acrylamid  AppliChem, Nr. A1089 
AEBSF  Sigma-Aldrich, Nr. A8456 
Agar  Bd Biosciences, Nr. 214010 
Agarose  Invitrogen, Nr.15510-027 
Agarose GTQ  Roth, Nr. 6352.2 
Ammoniumacetat  AppliChem, Nr. A1030,5000 
Ammoniumpersulfat  Roth, Nr. 9592.2 
Ammoniumsulfat  Sigma-Aldrich, Nr. A2939-1KG Material und Methoden 
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Ampicillin-Natriumsalz  Sigma-Aldrich, Nr. A951825G 
Bisacrylamid  AppliChem, Nr. A1096,0100 
Borsäure  Merck, Nr. 1.00165.1000 
Bromphenolblau  Sigma-Aldrich, Nr. B-5525 
BSA-Fraktion V  PAA, Nr. K41-001-100 
Calciumchlorid  AppliChem, Nr. A3587,0500 
CMRL (10 x konzentriert)  Gibco, Nr. 21540-026 
Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Sigma-Aldrich, Nr. D5758 
Dimethylformamid  Riedel-de-Haën, Nr. UN2265 
Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat  Merck, Nr. 1.06574.1000 
Dithiothreitol  Sigma-Aldrich, Nr. D-9163 
Dokumol  Tetenal, Nr. 100272 
EDTA Dinatriumsalz  AppliChem, Nr. A11D4 
EGTA  Sigma-Aldrich, Nr. E-4378 
Essigsäure  AppliChem, Nr. KMF.08-209 
Ethanol  Riedel-de-Haën, Nr. 32205 
Formaldehyd-Lösung (37 %)  Merck, Nr. 1.04003.1000 
Gelatine  Merck, Nr. 1.04078.1000 
Glucose, D(+)  Roth, Nr. X997.1 
Glutaraldehyd-Lösung (25 %)  AppliChem, Nr. A0589,0100 
Glycerin  Roth, Nr. 3783.1 
Glycin  Roth, Nr. 3908.2 
HEPES  Roth, Nr. 9105.2 
Hydrogenchlorid (2M)  AppliChem, Nr. A2533,1000 
Hydroxylamin  Sigma-Aldrich, Nr. H-9876 
IPTG  Roth, Nr. 2316.3 
Isopropanol  Merck, Nr. 1.09634.2500 
Kaliumchlorid  Riedel-de-Haën, Nr. 31248 
Kaliumdihydrogenphosphat  Sigma-Aldrich, Nr. P-5379 
L-Gluthathion, reduziert  Sigma-Aldrich, Nr. 66529-5G 
Lysozym  Sigma-Aldrich, Nr. L-6876 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat  Merck, Nr. 1.05833.0250 
Mercaptoethanol  AppliChem, Nr. A1108,0100 
Methanol  Riedel-de-Haën, Nr. 32213 
Na-5,5-Diethylbarbiturat  Sigma-Aldrich, Nr. B0500 
Natriumacetat  AppliChem, Nr. A1522,0250 
Natriumacid  Sigma-Aldrich, Nr. S-8032 
Natriumbicarbonat  Merck, Nr. 1.06329.0500 
Natriumcarbonat  Merck, Nr. 1.06392.1000 
Natriumchlorid  Riedel-de-Haën, Nr. 31434 
Natriumcitrat  Roth, Nr. 3580.1 
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat  Merck, Nr. 6346.0500 
Natriumhydroxid  Riedel-de-Haën, Nr. 30620 
Natriumpyruvat  Sigma-Aldrich, Nr. P2256-100G 
Natriumthiosulfat-Pentahydrat  Merck, Nr. 1.06509.0100 
Neopepton  Difco, Nr. 211681 
Pefabloc SC (AEBSF)  Merck, Nr. 1.24839.0100 
Phenolrot  Merck, Nr. 7241 
Phenylendiamin  Sigma-Aldrich, Nr. P-5412 
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)  Sigma-Aldrich, Nr. P-7626 
Protease inhibitor Cocktail  Sigma-Aldrich, Nr. P 8465 Material und Methoden 
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Rinderserumalbumin (35 %-Lösung)  Sigma-Aldrich, Nr. A-7409 
Schwefelsäure  Merck, Nr. 1.00731 
SDS Laurylsulfat  Sigma-Aldrich, Nr. L-5750 
Servablau G  Serva, Nr. 35050 
Silbernitrat  AppliChem, Nr. A0536.0025 
Superfix Plus  Tetenal, Nr. 102762 
TEMED  Roth, Nr. 2367.3 
Tricin  AppliChem, Nr. A1085,0500 
Tri-Natriumcitratdihydrat  Roth, Nr. 3580.1 
Tris  Sigma-Aldrich, Nr. T1503-1KG 
Triton X-100  AppliChem, Nr. A1388,0500 
Trypton  Bd Biosciences, Nr. 211705 
TWEEN20  Roth, Nr. 9127.1 
Wasserstoffperoxid (30 %-Lösung)  Roth, Nr. 8070.2 
X-Gal  Roth, Nr. 2315.3 
Yeast Extrakt  Bd Biosciences, Nr. 212750 
 
2.1.11 Geräte 
Pipetten:  Hersteller 
Pipetten  Eppendorf/Gilson 
Beheizbare Magnetrührer:   
IKAMAG RET  IKA 
IKA-COMBIMAG- RCO  IKA 
Waagen:   
Analysewaage, 822  Kern 
BP110S  Sartorius 
pH-Meter:   
pH-Meter, 654  Methrom 
Mikroskope:   
Standard 25 mit Dunkelfeldkondensor  Zeiss 
Fluoreszenzmikroskop CX-40  Olympus 
Digitalkamera für das Fluoreszenzmikroskop:   
DS-5Mc Digitalkamera  Nikon 
Schüttler:   
Rockomat  Integra Biosciences 
Schüttler, KL2  E. Bühler 
Schüttler, E5  E. Bühler 
Vortexer VF2  IKA 
Temperierbare Schüttler/Inkubatoren:   
Schüttelwasserbad, 1083  GFL 
Thermomixer comfort  Eppendorf 
Temperierbarer Schüttler, NOVOTRON  Infors 
Zentrifugen und Rotoren:   
Varifuge 3.0R  Heraeus 
Ultrazentrifuge L7-55  Beckman 
50Ti Rotor  Beckman 
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Tischzentrifugen:   
Modell 5402  Eppendorf 
Modell 5702R  Eppendorf 
Modell 5415D  Eppendorf 
Mikro 24-48R  Hettich 
Brutschrank:   
Brutschrank  Heraeus 
Sterilwerkbank:   
Herasafe HS12  Heraeus 
PCR-Thermocycler:   
Progene  Techne 
Gene Amp PCR System 2400  Perkin-Elmer 
Spektrophotometer/ELISA-Reader:   
Ultrospec 3100 pro  Amersham Biosciences 
PowerWave 200  Bio-Tek Instruments 
Ultraschallgerät mit Kühlung:   
Sonifier B-12 mit Becherresonator  Branson/Heinemann 
Kühlungsgerät Fryka Multistar  Fryka 
Photodokumentationssystem:   
Photodokumentationssystem  Peqlab 
Densitometer, GS-710  BioRad 
Konzentrator:   
Concentrator 5301  Eppendorf 
Agarosegel-Zubehör:   
Netzgerät E443  Consort 
Elektrophorese- Kammer, Horizon 11.14  Gibco-BRl 
Gel-Kammer, Gel Casting System 11.14  Gibco-BRl 
SDS-PAGE und Blotting Zubehör:   
Netzgerät E835  Consort 
Semidry Blotter vertikal  LFT 
Gelelektrophoresekammer  Sigma-Aldrich 
Mikrofiltrationsapparat für Slot Blot  BioRad 
GST-Aufreinigung:   
ÄKTAprime  Amersham Biosciences 
Intelli – Mixer  LTF 
PFGE-Zubehör:   
Elektrophorese-Kammer  BioRad 
Kühlmodul  BioRad 
Spannungsgeber, CHEF-DR III System  BioRad 
Pumpe  BioRad 
Für den Southern Blot:   
Vacuum Blotter  Appligene 
Fluo Link  Biometra 
Hybaid mini oven  MWG-Biotech 
Verwendete spezielle Software:   
Microwin Version 3.0  Microtek, Overath 
Quantity One 4.0  BioRad 
COILS-Programm  Lupas et al., 1991 
SOPMA-Programm  Combet et al., 2000 
Photoshop Elements 5.0  Adobe 
DNASTAR 4.0  DNASTAR Inc. Material und Methoden 
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2.1.12 Spezielle Materialien 
2.1.12.1 Normales Humanserum (NHS) 
Zur  Gewinnung  von  Humanserum  wurde  von  zehn  gesunden  Labormitarbeitern  Blut 
abgenommen  und  die  Proben  zur  Koagulation  für  30  min  auf  Eis  gestellt.  Anschließend 
wurden die humanen Blutzellen bei 3500 x g für 10 min bei 4°C abzentrifugiert und die 
Gesamtkomplementaktivität im Serum mittels CH50 gemessen, sowie mittels eines IgG- und 
eines  IgM-ELISA  das  Serum  auf  spezifische  Antikörper  gegen  Borrelien  untersucht.  Auf 
Antikörper negativ getestete Sera mit einer Komplementaktivität im Normbereich (70-200 
E.Äq./ml) wurden gepoolt und in Aliquots von 1,5 ml bei -80°C gelagert. NHS wurde direkt 
vor Verwendung auf Eis aufgetaut. 
 
2.1.12.2 Hitzeinaktiviertes NHS (hiNHS) 
NHS  wurde  aufgetaut  und  dann  für  30  min  auf  56°C  erhitzt,  um  eine 
Komplementinaktivierung der hitzelabilen Komplementfaktoren zu erreichen. 
 
2.1.13 Andere Materialien 
Material  Herkunft 
Reaktions- und Kulturgefäße:   
Reaktionsgefäße 1,5 ml  Eppendorf 
Reaktionsgefäße 2 ml  Sarstedt 
Kulturröhrchen 13, 30, 50 ml  Sarstedt 
Reaktionsgefäße zur Langzeitlagerung (-80°C)  Nunc 
96er Mikrotiterplatte (Rundboden)   Greiner bio-one 
96er Mikrotiterplatte (Flachboden)  Costar 
Hybridisierungsröhrchen  MWG-Biotech 
GST-bindende Mikrotiterplatten:   
Immobilizer Glutathione F96  Nunc 
Filterpapiere:   
Chromatographiepapier für Westernblot  Whatman 
Filterpapier für Slot Blot  BioRad 
Blot-Membranen:   
Nitrozellulosemembran Protran BA85  Whatman 
Hybond-N
+  GE Healthcare 
Zählkammer Hycor  Kova 
Sterilfilter:   
Millex - GV PVDF (0,22µm)  Millipore 
Chromatographiesäulen:   
GST-Säule GSTrap FF, 1 ml  GE Healthcare 
HiTrap Desalting  GE Healthcare 
Filter-/Konzentrierungseinheiten:   
Vivaspin 20 ml  Vivascience Material und Methoden 
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Objektträger und Deckgläser:   
Objektträger  knittelGläser, Marienfeld 
Deckgläser  Marienfeld 
Einschlussmedium:   
Prolong Gold antifade reagent with DAPI  Invitrogen 
Filmkassette  Amersham Biosciences 
Film:   
Hyperfilm ECL  GE Healthcare 
 
2.1.14 Kulturmedien 
2.1.14.1  Modifiziertes  Barbour-Stoenner-Kelly-Medium  (BSK-Medium)  zur  Kultivierung 
von Borrelien 
Grundmedium (1 l) 
6 g HEPES  
5 g Neopepton  
0,7 g Natriumcitrat  
5 g D(+)-Glucose  
2,2 g Natriumbicarbonat  
0,8 g Natriumpyruvat  
0,4 g N-Acetylglukosamin  
100 ml 10 x CMRL  
ad 100 ml Aqua bidest. 
pH 7,6 einstellen 
sterilfiltrieren (0,22 µm Filter) 
Das Grundmedium wurde bei -20°C für maximal 3 Monate gelagert. 
 
Kulturmedium 
100 ml Grundmedium (s. o.) 
200 ml 7 % Gelatine  
72 ml hitzeinaktiviertes Kaninchenserum (56°C für 30 min) 
70 ml Rinderserumalbumin (35 %)  
Das Kulturmedium wurde in Aliquots von je 10 ml bei 4°C maximal 4 Wochen gelagert. 
 
2.1.14.2 Medien zur Kultivierung von E. coli-Zellen 
SOC-Medium    LB-Agar 
20 g Trypton    10 g NaCl 
5 g Hefeextrakt    10 g Trypton 
0,5 g NaCl    5 g Hefe-Extract 
10 ml 0,25 M KCl    20 g Agar 
5 ml 2 M MgCl2    pH 7,0 einstellen  
20 ml 1 M Glucose    autoklavieren (20 min, 121°C) 
ad 1000 ml Aqua dest.     
pH 7,0 einstellen     
autoklavieren (20 min 121°C)     Material und Methoden 
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2 x YT-Medium    2 x YT zum Einfrieren von E. coli-Zellen 
10 g NaCl    500 ml 2 x YT-Medium (s.o.) 
10 g Hefe Extrakt    500 ml Glycin 
16 g Trypton     
ad 1 l Aqua dest.     
pH 7,5 einstellen     
autoklavieren (20 min, 121°C)     
 
2.1.15 Lösungen und Puffer für PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN 
2.1.15.1 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Tris/Tricin-SDS-PAGE: 
Anodenpuffer   Kathodenpuffer 
24,2 g Tris    24,2 g Tris 
ad 2 l    35,8 g Tricin 
pH 8,9 einstellen    10 ml 20 % SDS 
    ad 2 l 
    pH 8,25 einstellen 
 
Acrylamidlösung    3 x Gelpuffer    4 x Inkubationspuffer 
240 g Acrylamid    363,3 g Tris/HCl, pH 8,45    3 g Glyerol 
7,5 g Bisacrylamid    15 ml 20 % SDS    6 ml 20 % SDS 
ad 500 ml Aqua dest.    ad 1 l Aqua dest.    1,5 ml 1 M Tris/HCl pH 7,0 
        8 mg Sevablau G 
        600 µl Mercaptoethanol 
        ad 10 ml Aqua dest. 
 
Zusammensetzung der Tris/Tricin-Gele: 
4 % Sammelgel   10 % Trenngel 
1 ml Acrylamidlösung    6 ml Acrylamidlösung 
3 ml 3 x Gelpuffer    10 ml 3 x Gelpuffer 
ad 12 ml Aqua dest.    3 g Glyerol 
90 µl 10 % APS    ad 30 ml Aqua dest. 
9 µl Temed    150 µl 10 % APS 
    15 µl Temed 
 
Glycin-SDS-PAGE (Laemmli-Gele): 
5 x Laufpuffer    Acrylamidlösung    4 x Sammelgelpuffer 
30 g Tris/HCl, pH 8,3    29,2 g Acrylamid    12,2 g Tris/HCl, pH 6,8 
144 g Glycin    0,8 g Bisacrylamid    0,8 g SDS 
10 g SDS    ad 100 ml Aqua dest.    ad 200 ml Aqua dest. 
ad 2 l Aqua dest.         
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4 x Trenngelpuffer   5 x Inkubationspuffer 
72,8 g Tris/HCl, pH 8,6    1 ml 0,5 M Tris/HCl, pH 7,0 
1,6 g SDS    0,8 ml 10 % Glycerol 
ad 400 ml Aqua dest.    0,8 ml 20 % SDS 
    0,025 g Bromphenolblau 
    ad 7,6 ml Aqua dest. 
 
Zusammensetzung der Laemmli-Gele: 
4 % Sammelgel    12,5 % Trenngel 
1,3 ml Acrylamidlösung    13,3 ml Acrylamid 
2,5 ml Sammelgelpuffer    8 ml Trenngelpuffer 
ad 10 ml Aqua dest.    3,2 g Glyerin 
50 µl 10 % APS    ad 32 Aqua dest. 
10 µl Temed    150 µl 10 % APS 
    50 µl Temed 
 
2.1.15.2 Kolloidale Coomassie-Färbung 
kolloidale Servablaulösung    Fixierlösung 
0,1 % Servablau (v/v)    45 % Methanol (v/v) 
17 % (NH4) 2SO4 (v/v)    1 % Essigsäure (v/v) 
0,5 % Essigsäure (v/v)    ad 1 l 
34 % Methanol (v/v)     
ad 1 l Aqua dest.     
 
2.1.15.3 Silberfärbung von Polyacrylamidgelen 
Fixierlösung    Inkubationslösung 
10 % Essigsäure (v/v)    0,5 g Natriumthiosulfat 
40 % Ethanol (v/v)    17 g Natriumacetat 
    1,25 ml Glutaraldehyd-Lösung (25 %) 
    75 ml Ethanol 
    ad 250 ml Aqua dest. 
 
Silberlösung    Entwickler    Stoplösung 
625 mg Silbernitrat    6,25 g Natriumcarbonat    29,2 g EDTA 
300 µl 37 % Formaldehyd    150 µl Formaldehyd (37 %)    ad 2 l Aqua dest. 
ad 250 ml Aqua bidest.    ad 250 ml Aqua bidest.     
 
2.1.15.4 Westernblot 
Westernblot mit Tris/Tricin-Gelen: 
Anodenpuffer   Kathodenpuffer 
72,66 g Tris, pH 8,7    78,7 g 6-Aminocapronsäure 
35,84 g Tricin    7,2 g Tris, pH 8,7 
ad 2 l    ad 2 l 
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Westernblot mit Laemmli-Gelen: 
Anodenpuffer I    Anodenpuffer II    Kathodenpuffer 
36,3 g Tris, pH 10,4    3,02 g Tris, pH 10,4    5,27 g 6-Aminocapronsäure 
200 ml Methanol    200 ml Methanol    200 ml Methanol 
ad 1 l    ad 1 l    ad 1 l 
        pH 7,6 einstellen 
 
2.1.15.5 Ligandenaffinitätsblot-Analyse 
TBS   Blockierungspuffer 
50 mM Tris/HCl, pH 7,5    0,1 % Tween20 (v/v) in TBS 
200 mM NaCl     
ad 1 l     
 
Waschpuffer    5 x Verdünnungspuffer (Fa. Mikrogen) 
 0,2 % Tween20 (v/v) in TBS     
 
2.1.15.6 Überexpression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 
Bindungspuffer    Lysozym-Lösung 
140mM NaCl    10 mg/ml in 25 mM Tris/HCl, pH 8,0  
2,7 mM KCl     
10 mM Na2HPO4     
1,8 mM KH2PO4     
pH 7,3 einstellen     
 
Triton X-100-Lösung    Elutionspuffer für GST-Säule 
2 % Triton X-100 (v/v) in Aqua dest.    50 mM Tris/HCl, pH 8,0 
    10 mM reduziertes Glutathion 
 
Elutionspuffer für GST-Säule    Niedrigsalz-Puffer für Entsalzungssäule 
50 mM Tris/HCl, 8,0    30 ml 0,2 M Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat 
10 mM red. Glutathion    70 ml 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat 
    8,8 g NaCl 
    ad 1 l Aqua dest. 
    pH 7,0 einstellen 
 
2.1.15.7 ELISA und Kofaktor-Assay 
Bindungspuffer    Blockierungspuffer    Waschpuffer 
0,05 M Na2CO3    0,1 % (w/v) Gelatine in PBS    0,05 % (v/v) Tween20 in PBS 
0,02 % NaN3         
pH 9,6 einstellen         
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Substratpuffer    Substratlösung    Stoplösung 
0,1 M KH2PO4    20 mg O-Phenyldiamin    2,6 M H2SO4 
pH 6,0 mit KOH einstellen    in 20 ml Substratpuffer     
    20 µl H2O2     
 
2.1.16 Lösungen und Puffer für MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
2.1.16.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Nukleotidtriphosphat-Mix (NTPs) 
10 µl 100 mM dATP 
10 µl 100 mM dTTP 
10 µl 100 mM dGTP 
10 µl 100 mM dCTP 
ad 500 µl Aqua dest. 
 
2.1.16.2 Agarosegele 
5 x TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer)    TE-Puffer 
54 g Tris    10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
27,5 g Borsäure    1 mM EDTA 
20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0     
ad 1 l Aqua dest.     
 
Probenpuffer für Agarosegele 
0,25 % (w/v) Bromphenolblau 
40 % (w/v) Saccharose 
 
Herstellung der Agarose-Gele: 
Eine  entsprechende  Menge  Agarose  wurde  in  100  ml  0,5  x  TBE-Puffer  erhitzt  und 
anschließend in eine Gelkammer gegossen. Nach Erhärten wurden die Gele bei 4°C gelagert. 
 
2.1.16.3 Southern Blot-Analyse 
20 x SSC    Waschpuffer 
3 M NaCl    6 M Harnstoff 
0,3 M Na3Citrat    0,4 % (v/v) SDS 
pH 7,0 einstellen    0,5 % (v/v) SSC 
 
Hybridisierungspuffer 
Gold-Hybridisierungspuffer (ECL Labelling-Kit, GE Healthcare) 
0,5 M NaCl 
5 % (v/v) Blocking-Agens (ECL Labelling-Kit) 
 
Entwicklerlösung    Fixierlösung Material und Methoden 
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150 ml Dokumol    100 ml Superfix 
750 ml Aqua dest.    700 ml Aqua dest. 
 
2.1.17 Lösungen und Puffer für SPEZIELLE METHODEN 
2.1.17.1 Allgemein verwendete Puffer 
VBS-Stammlösung    VBS-Puffer 
41,5 g NaCl    20 ml VBS-Stammlösung 
5,095 g Na-5,5diethylbarbiturat    100 µl 0,3 M CaCl2 
17,8 ml 1 M HCl    100 µl 2 M MgCl2 
ad 1000 ml    0,1 g Gelatine 
pH 7,3 einstellen    ad 100 ml 
    pH 7,3 einstellen 
 
PBS, 10 x konzentriert 
13,64 g Na2HPO4  
3,18 g NaH2PO4 
90 g NaCl 
ad 1 l 




5 mM MgCl2 in PBS 
 
2.1.17.3 Plasmidisolierung aus Borrelien 
TES-Puffer 
50 mM Tris/HCl, pH 8,0 
50 mM EDTA 
15 % (w/v) Saccharose 
 
2.1.17.4 Opsonisierungstest 
2 x EDTA   2 x EGTA 
20 ml 0,2 M EDTA, pH 7,5    10 ml 0,1 M EGTA, pH 7,5 
16 ml VBS    20 ml VBS 
ad 100 ml Aqua dest.    ad 100 ml Aqua dest. 
 
Hydroxylamin-Lösung:    PBS-NaCl-Lösung: 
700 mg Hydroxylamin    100 ml PBS 
5 ml 0,4 M Na2CO3    2,02 g NaCl 
pH 10,5 einstellen     
ad 10 ml Aqua dest.     Material und Methoden 
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2.1.17.5 Serumadsorptionstest 
EDTA-Lösung    Glycin-Lösung   Tris/HCl-Lösung 
1 M EDTA, pH 8,0    0,1 M Glycin, pH 2,0    1 M Tris/HCl, pH 9,0 
 
10 x Phosphatpuffer nach Sörensen (Stammlösung) 
Lösung A: 0,2 M Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat  
ad 1 l 
Lösung B: 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat 
ad 1 l 
 
PBSA 
150 mM NaCl 
30 mM Phophatpuffer, pH 7,2 
0,02 % (w/v) NaN3 
 Material und Methoden 
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2.2 Methoden 
2.2.1 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN 
2.2.1.1 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Herstellung der SDS-Gele wurde zunächst ein Trenngel (10 % bei Tris/Tricin-Gelen;  
12,5 % bei Laemmli-Gelen) gegossen. Nach Auspolymerisierung wurde das Trenngel mit 
dem  4  %  Sammelgel  überschichtet  und  der  entsprechende  Kamm  eingesetzt.  Fertige 
Polyacrylamidgele wurden entweder direkt verwendet oder bis zu 14 Tage bei 4°C gelagert. 
Für Tris/Tricin-SDS-Gele wurden 10 µl Proteinstandard mit 10 µl Aqua dest. und 6,8 µl 
Inkubationspuffer versetzt und 30 min bei 40°C inkubiert. Für Laemmli-SDS-Gele wurden  
10 µl des Proteinstandards direkt verwendet. 
Die, wie in den Kapiteln der jeweiligen Methode beschrieben, vorbereiteten Proteinproben 
wurden  auf  das  SDS-Gel  aufgetragen  und  zunächst  für  1  h  bei  40  V  im  Sammelgel 
aufgetrennt und anschließend entweder 12 h bei 75 V (Zelllysate, gereinigte Proteine, Proben 
aus  der  Serumadsorption)  oder  4  h  bei  200  V  (Proben  aus  dem  Opsonisierungstest  und 
Kofaktor-Assay) im Trenngel separiert. 
 
2.2.1.2 Westernblot 
In einer Semidry-Blotkammer wurden luftblasenfrei in Anodenpuffer getränktes Filterpapier, 
die im gleichen Puffer getränkte Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und letztendlich in 
Kathodenpuffer getränktes Filterpapier geschichtet.  
Hierbei  wurden  bei  Tris/Tricin-Gelen  jeweils  vier  Lagen  Filterpapier  verwendet,  bei 
Laemmli-SDS-Gelen  dagegen  zunächst  drei  Lagen  Filterpapier  mit  Anodenpuffer  I,  dann 
sechs  Lagen  mit  Anodenpuffer  II  und  neun  Lagen  mit  Kathodenpuffer  verwendet.  Die 




Zunächst  wurde  die  Membran  zur  Blockierung  unspezifischer  Bindungsstellen  mit  5  % 
Milchpulver  in  Blockierungspuffer  (TBS-0,1  %  Tween20)  1  h  bei  Zimmertemperatur 
inkubiert und dann 4 mal je 8 min mit Blockierungspuffer gewaschen. 
Zur  Identifizierung  von  Proteinen  wurde  die  Membran  mit  einem  entsprechenden 
Primärantikörper  und  nachfolgend  mit  einem  gegen  den  Primärantikörper  gerichteten, 
Peroxidase  konjugierten  Sekundärantikörper  für  1  h  bei  Zimmertemperatur  inkubiert. Material und Methoden 
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Zwischen  den  jeweiligen  Inkubationsschritten  wurde  die  Membran  4  mal  je  8  min  mit 
Waschpuffer (TBS-0,2 % Tween20) gewaschen um unspezifisch gebundene Antikörper zu 
entfernen.  Die  Antigen-Antikörper-Komplexe  wurden  anschließend  durch  Zugabe  von 
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) sichtbar gemacht. 
Antigen  Primärantikörper  Sekundärantikörper 
GST  Anti-GST (1:2000)  Anti-Ziege IgG/HRP (1:1000) 
Flagellin  Anti-Flagellin LA41 1C11 (1:100)  Anti-Maus IgG/HRP (1:1000) 
Die Verdünnung aller Antikörper erfolgte in Waschpuffer (Fa. Mikrogen). 
 
Tab. 2.1, Für die Westernblot-Analyse verwendete Antikörper  
 
2.2.1.4 Ligandenaffinitätsblot-Analyse 
Zum Nachweis von Faktor H respektive FHL-1 bindenden Proteinen wurde die Membran 
zunächst  zur  Blockierung  unspezifischer  Bindungsstellen  mit  5  %  Milchpulver  in 
Blockierungspuffer (TBS-0,1 % Tween20) 1 h bei Zimmertemperatur inkubiert und dann vier 
mal  je  8  min  mit  Blockierungspuffer  gewaschen.  Anschließend  wurde  die  Membran  1  h 
schaukelnd bei Zimmertemperatur mit dem entsprechenden Liganden beladen. Als Quelle für 
Faktor  H  diente  NHS.  FHL-1  wurde  als  Kulturüberstand  verwendet.  Nach  dem 
Inkubationsschritt  wurde  die  Membran  viermal  je  8  min  mit  Waschpuffer  (TBS-0,2  % 
Tween20) gewaschen. 
Der Nachweis von bindenden Komplementproteinen erfolgte mit teils spezifischen Primär- 
und  anschließend  entsprechenden  Sekundärantikörpern  und  TMB,  wie  in  Kapitel  2.2.1.3 
beschrieben. 
Ligand  Primärantikörper  Sekundärantikörper 
Faktor H aus NHS  IXF9, monoklonal (unverdünnt), 
oder  
Anti-Maus IgG/HRP 
  Anti-Faktor H, polyklonal (1:1000)  Anti-Ziege IgG/HRP 
FHL-1  Anti-SCR1-4 (1:1000), 
oder 
Anti-Kaninchen IgG/HRP 
  B22, monoklonal (1:1000)  Anti-Maus IgG/HRP 
FHR-1  JHD 7.10.1, monoklonal (unverdünnt)  Anti-Maus IgG/HRP 
Die  Verdünnung  aller  Antikörper  erfolgte  in  Verdünnungspuffer  (Fa.  Mikrogen),  alle 
Sekundärantikörper wurden in einer Verdünnung von 1:1000 eingesetzt. 
 
Tab. 2.2, Für die Ligandenaffinitätsblot-Analyse verwendete Antikörper 
 
Zur  Identifizierung  der  Bindungsdomäne  von  Faktor  H,  FHL-1,  FHR-1  und  Faktor  H-
Fragmenten  an  BlCRASP-3  wurde  eine  Ligandenaffinitätsblotanalyse  mit  gereinigtem 
BlCRASP-3 als GST-Fusionsprotein durchgeführt. Das Schema der verwendeten Liganden 
und Antikörper ist Tab. 2.3 zu entnehmen. Zunächst wurde die Membran zur Blockierung Material und Methoden 
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unspezifischer  Bindungsstellen  mit  5  %  Milchpulver  in  Blockierungspuffer  (TBS-0,1  % 
Tween20)  1  h  bei  Zimmertemperatur  inkubiert  und  dann  4  mal  je  8  min  mit 
Blockierungspuffer  gewaschen.  Anschließend  wurde  die  Membran  1  h  schaukelnd  bei 
Zimmertemperatur mit dem entsprechenden Liganden inkubiert und dann 4 mal je 8 min mit 
Waschpuffer (TBS-0,2 % Tween20) gewaschen. Anschließend erfolgte ein Inkubationsschritt 
für 1 h bei Zimmertemperatur mit dem entsprechenden Primärantikörper und nachfolgend mit 
einem gegen den Primärantikörper gerichteten, Peroxidase gekoppelten Sekundärantikörper. 
Zwischen  den  jeweiligen  Inkubationsschritten  wurde  die  Membran  4  mal  je  8  min  mit 
Waschpuffer  (TBS-0,2  %  Tween20)  gespült  um  unspezifisch  gebundene  Antikörper  zu 
entfernen. Die Antigen-Antikörper-Komplexe wurden anschließend durch Zugabe von TMB 
sichtbar gemacht. 
Ligand  Primärantikörper  Sekundärantikörper 
SCR1-2  Anti-SCR1-4  Anti-Kaninchen IgG/HRP 
SCR1-3  Anti-SCR1-4  Anti-Kaninchen IgG/HRP 
SCR1-4  Anti-SCR1-4  Anti-Kaninchen IgG/HRP 
SCR1-5  Anti-SCR1-4  Anti-Kaninchen IgG/HRP 
SCR1-6  Anti-SCR1-4  Anti-Kaninchen IgG/HRP 
FHL-1  Anti-SCR1-4  Anti-Kaninchen IgG/HRP 
SCR6-7  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
NHS  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
SCR8-20  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
SCR15-20  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
SCR19-20  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
SCR15-19  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
FHR-1  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
SCR1-2 v. FHR-1  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
SCR3-5 v. FHR-1  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
-  Anti-SCR1-4  Anti-Kaninchen IgG/HRP 
-  Anti-Faktor H, polyklonal  Anti-Ziege IgG/HRP 
-  Anti-GST (1:2000)  Anti-Ziege IgG/HRP 
Die  Verdünnung  aller  Antikörper  erfolgte,  soweit  nicht  anders  angegeben,  1:1000  in 
Verdünnungspuffer. 
 
Tab. 2.3, Für die Lokalisierung der Bindungsdomäne von Faktor H, FHL-1, FHR-1 und Faktor 
H-Fragmenten an BlCRASP-3 verwendete Liganden und Antikörper 
 
2.2.1.5 Kolloidale Coomassie-Färbung 
Das zu färbende SDS-Gel wurde für 3 h in Fixierlösung (s. Material, Kapitel 2.1.15.2) und 
dann mindestens 4 h in Färbelösung inkubiert. Anschließend wurde das Gel für 3 h unter 
leichtem Schütteln mit Aqua bidest. entfärbt. 
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2.2.1.6 Silberfärbung von SDS-Gelen 
Nach  erfolgter  SDS-PAGE  wurde  das  Gel  zunächst  30  min  in  Fixierlösung  (s.  Material, 
Kapitel 2.1.15.3) inkubiert und anschließend 30 min in Inkubationslösung geschüttelt. Dann 
wurde das Gel 3 mal für je 5 min mit Aqua bidest. gewaschen und anschließend 20 min in 
Silberlösung geschwenkt. Nach zweimaligem Spülen mit Aqua bidest. wurden die Proteine 
durch  kurzes  Schütteln  in  Entwicklerlösung  sichtbar  gemacht.  Die  Reaktion  wurde  durch 
10minütiges Schwenken in Stoplösung beendet. 
 
2.2.1.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die Bestimmung der Konzentration von gereinigten Proteinen erfolgte mit dem BCA Protein 
Assay Kit (s. Material, Kapitel 2.1.4) nach Angaben des Herstellers. 
 
2.2.1.8 Überexpression von Proteinen im kleinen Versuchsmaßstab 
Für  die  Überexpression  von  Proteinen  wurden  E.  coli  JM109-Zellen,  die  den 
Expressionsvektor pGEX-6P-1 mit dem entsprechenden Borreliengen enthielten, verwendet. 
Dieser Vektor besitzt die Eigenschaft, dass während der Induktion ein Fusionsprotein mit 
einem N-terminalen Glutathion-S-Transferase-Tag (GST-Tag) hergestellt wird.  
Ausgehend von einer Übernachtkultur (s. Methoden, Kapitel 2.2.3.3) wurden 500 µl zum 
Animpfen von 20 ml 2 x YT Medium, supplementiert mit Ampicillin (50 µg/ml), verwendet 
und diese Kultur bei 37°C und 200 rpm schüttelnd inkubiert, bis die Kultur eine OD600 von 
0,6 erreicht hatte. Hierauf erfolgte die Induktion der Proteinexpression mit 4 µl einer 0,5 M 
IPTG-Stammlösung und einer weiteren Inkubation bei 21°C für 3 h. Anschließend wurden die 
Zellen  bei  5000  x  g  für  20  min  bei  4°C  abzentrifugiert  und  das  Sediment  in  500  µl 
Bindungspuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 10 µl 1 M DTT wurden die Zellen 5 mal    
15 s mit 45 s Pause bei 4°C sonifiziert. Die Zelltrümmer wurden anschließend bei 10 000 x g 
für 10 min bei 4°C sedimentiert und der Überstand bei -20°C eingefroren. 
 
2.2.1.9 Überexpression von Proteinen im großen Versuchsmaßstab 
Selektivmedium (500 ml 2 x YT-Medium, supplementiert mit Ampicillin (50 µg/ml)), wurde 
mit einer ÜNK auf eine OD600 von 0,2 eingestellt und wie folgt weiterbehandelt: 
Die Kultur wurde bei 37°C schüttelnd bis zu einer OD600 von 0,6 inkubiert. Daraufhin erfolgte 
die  Induktion  der  Proteinexpression  durch  Zugabe  von  100  µl  einer  0,5  M  IPTG-
Stammlösung. Nach Inkubation für 4 h bei 21°C wurden die Zellen in Aliquots von je 50 ml Material und Methoden 
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bei 5000 x g für 20 min bei 4°C abzentrifugiert und das Zellsediment über Nacht bei -70°C 
eingefroren.  
Am nächsten Tag wurden die Sedimente auf Eis aufgetaut, jeweils in 2,4 ml Bindungspuffer 
resuspendiert. Jeweils zwei Röhrchen wurden auf ein Endvolumen von 4,8 ml vereinigt, mit 
100 µl Lysozym-Lösung versetzt und 30 min bei Zimmertemperatur schüttelnd inkubiert. 
Danach wurden die Bakterien in zwei Zyklen sonifiziert (je 6 mal 30 s mit 45 s Pause bei 
4°C), zwischen den zwei Ultraschallszyklen wurde jedem Röhrchen 50 µl 2 %ige Triton X-
100-Lösung  zugesetzt.  Anschließend  wurden  die  Röhrchen  für  1  h  auf  Eis  schüttelnd 
inkubiert  und  die  Zellreste  dann  bei  16  000  x  g  und  4°C  für  15  min  zentrifugiert.  Der 
Überstand wurde durch 0,22 µm Rundfilter filtriert und in Aliquots von je 5 ml bei -20°C bis 
zur weiteren Aufarbeitung eingefroren. 
 
2.2.1.10 Chromatographische Aufreinigung  von GST-Fusionsproteinen 
Vor der Aufreinigung wurden die Überstände (s. Methoden, Kapitel 2.2.1.8 und 2.2.1.9) auf 
Eis aufgetaut. 
Rekombinante  GST-Fusionsproteine  aus  der  Überexpression  im  kleinen  Versuchsmaßstab 
wurden  mit  dem  GST  SpinTrap  Purification  Module  nach  Angaben  des  Herstellers 
aufgereinigt. 
Zur Aufreinigung größerer Mengen an rekombinantem Protein aus der Überexpression im 
großen  Versuchsmaßstab  wurde  eine  1  ml  GSTrap  FF-Säule  in  Kombination  mit  der 
ÄKTAprime verwendet. Hierbei kam das vom Hersteller vorinstallierte Programm für die 
Aufreinigung  von  fusionierten  GST-Proteinen  zum  Einsatz.  Dieses  beinhaltete  als  ersten 
Schritt das Äquilibrieren der Säule mit Bindungspuffer mit nachfolgender Applikation des 
proteinhaltigen  Zelllysates.  Im  Folgenden  wurden  nicht  gebundene  Proteine  mit 
Bindungspuffer  von  der  Säule  gewaschen  und  zuletzt  mit  Elutionspuffer  das  GST-
Fusionsprotein  eluiert.  Die  Fraktionen,  welche  das  gewünschte  Protein  enthielten  wurden 
vereinigt  und  durch  Ultrafiltration  mit  Vivaspin-Säulen  (cut  off  5000  MW)  durch 
Zentrifugieren bei 3500 x g und 4°C auf 1 ml aufkonzentriert.  
Anschließend wurden die gereinigten Proteine über eine Säule (HiTrap Desalting) entsalzt 
und ein weiteres Mal durch Ultrafiltration mit Vivaspin-Säulen auf 1 ml aufkonzentriert. 
 
2.2.1.11 Protease-Assay 
Borrelienzellen aus Kultur wurden bei 5000 x g 30 min und 4°C abzentrifugiert, zweifach mit 
400 µl PBS gewaschen und die Zellen nach Sedimentieren bei 14 000 x g für 10 min bei 4°C Material und Methoden 
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in 500 µl PBS resuspendiert. Die Zelldichte wurde ermittelt und 10 Ansätze mit jeweils 4 x 
10
8  Zellen  nach  dem  in  Tab.  2.4  dargestellten  Schema  pipettiert  und  für  2  h  bei 
Zimmertemperatur inkubiert: 
Ansatz  Proteinase K-Lsg. (0,5 mg/ml)  Trypsin-Lsg. (0,5 mg/ml)  PBS 
1  -  -  ad 500 µl 
2  2,5 µl  -  ad 500 µl 
3  5 µl  -  ad 500 µl 
4  10 µl  -  ad 500 µl 
5  20 µl  -  ad 500 µl 
6  -  -  ad 500 µl 
7  -  2,5 µl  ad 500 µl 
8  -  5 µl  ad 500 µl 
9  -  10 µl  ad 500 µl 
10  -  20 µl  ad 500 µl 
 
Tab. 2.4, Pipettierschema des Protease-Assay 
 
Nach der Inkubation wurden die Reaktionen durch Zugabe von 5 µl AEBSF (100 mg/ml) und 
5 µl PMSF (50 mg/ml) (Ansätze 1 bis 5), bzw. 5 µl AEBSF (100 mg/ml), 5 µl PMSF (50 
mg/ml) und 5 µl Pefabloc SC (100mg/ml) (Ansätze 6 bis 10) abgestoppt.  
Die Zellen wurden wie oben beschrieben abzentrifugiert, zweifach mit je 500 µl PBS/MgCl2 
gewaschen und anschließend 5 mal 30 s mit jeweils 30 s Pause auf Eis sonifiziert. 
Für die SDS-PAGE wurden 2 µl des Sonikats mit 8 µl Aqua dest. und 3,5 µl Tris/Tricin-
Inkubationspuffer versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Auftrennung erfolgte mittels 
10 % Tris/Tricin-SDS-PAGE.  
 
2.2.1.12 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Für  den  ELISA  wurde  eine  mit  Glutathion  beschichtete  Mikrotiterplatte  verwendet.  Der 
Aufbau des Tests ist in Abb. 2.2 schematisch dargestellt. Gereinigtes GST-Fusionsprotein     
(5  ng/µl)  wurde  in  200  µl  Bindungspuffer  verdünnt  und  über  Nacht  bei  4°C  an  die 
Mikrotiterplatte gebunden. Anschließend wurde 3 mal mit je 200 µl Waschpuffer gewaschen 
und anschließend mit je 200 µl Blockierungspuffer für 6 h bei Zimmertemperatur geblockt. 
Die Inkubation mit Faktor H (0,5 ng/µl) in Waschpuffer erfolgte über Nacht bei 4°C. Danach 
wurde wiederum 3 mal gewaschen und polyklonaler anti-Faktor H-Antikörper (Verdünnung 
1:1000 in PBS) hinzugegeben. Nach 6 h Inkubation bei Zimmertemperatur wurde wiederholt 
gewaschen  und  anschließend  ein  Peroxidase-gekoppelter  Sekundärantikörper  (Verdünnung 
1:5000 in PBS) hinzu pipettiert. Die Detektion erfolgte nach Waschen der Platte mit 100 µl 
Substratlösung. Nach ca. 5 min wurde die Reaktion mit 50 µl Stopplösung terminiert. Die 




Abb. 2.2, schematische Darstellung des ELISA 
 
2.2.1.13 Kofaktor-Assay mit gereinigtem GST-Fusionsprotein 
Für den Kofaktor-Assay wurde eine mit Glutathion beschichtete Mikrotiterplatte mit dem in 
Bindungspuffer  gelösten  GST-Fusionsprotein  beladen.  Hierfür  wurden  500  ng  gereinigtes 
Protein  in  100  µl  Bindungspuffer  verdünnt  und  bei  4°C  über  Nacht  inkubiert.  Die 
Reaktionsansätze  wurden  3  mal  mit  je  200  µl  Waschpuffer  gewaschen  und  die 
Mikrotiterplatte mit 200 µl Blockierungspuffer für 6 h geblockt. Anschließend wurden pro 
Ansatz  500  ng  Faktor  H  in  100  µl  Waschpuffer  zugegeben,  6  h  bei  Zimmertemperatur 
inkubiert und überschüssiges Faktor H-Protein durch dreimaliges Waschen entfernt. Danach 
wurden  50  µl  einer  Lösung  bestehend  aus  Faktor  I  (1:50)  und  C3b  (1:100)  in  PBS 
hinzugegeben  und  15  min  bei  Zimmertemperatur  inkubiert.  Zusätzlich  wurden  eine 
Positivkontrolle  aus  50  µl  Faktor  I/C3b-Lösung  mit  500  ng  Faktor  H  und  eine 
Negativkontrolle ohne Faktor H mitgeführt.  
Die Reaktionsüberstände wurden mit 13,5 µl Inkubationspuffer mit Mercaptoethanol (1:20) 
versetzt,  bei  95°C  für  5  min  inkubiert  und  davon  20  µl  in  einem  12,5  %  Laemmli-Gel 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. 
 
2.2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
2.2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Zur Amplifikation spezifischer Gene von B. lusitaniae wurde die PCR als Methode der Wahl 
eingesetzt.  Hierbei  wurde  im  ersten  Schritt  die  doppelsträngige  Borrelien-DNA  bei  einer 
Temperatur von 94°C denaturiert, dann erfolgte die Anlagerung der Primer (Annealing) bei Material und Methoden 
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50°C und im dritten Schritt die Elongation bei 72°C. Die für diese Arbeit verwendete Taq 
DNA-Polymerase besaß zusätzlich die Eigenschaft, an den neu synthetisierten DNA-Strang 
ein zusätzliches Adenosin anzuhängen.  
Für einen Reaktionsansatz von 100 µl wurde die folgende Zusammensetzung verwendet:  
10 µl  10 x Polymerase-Puffer 
5 µl  MgCl2 
10 µl  NTPs 
1 µl  Primer 1 
1 µl  Primer 2 
0,5 µl  Taq DNA-Polymerase 
X µl  Borrelienlysat 
72,5 – X µl  Aqua dest. 
100 µl   
 
Als  DNA-Template  dienten  2  µl  Borrelienlysat.  Hierfür  wurden  Borrelien  aus  Kultur  bei  
5000 x g für 30 min bei 4°C abzentrifugiert, einmal mit 1 ml PBS gewaschen, bei 14 000 x g 
für 10 min bei 4°C sedimentiert und das Pellet in 100 µl Aqua dest. resuspendiert. Um die 
Zellen aufzuschließen wurden diese für 5 min bei 95°C gekocht. Die Zellreste wurden wie 
oben  beschrieben  abzentrifugiert  und  der  DNA-haltige  Überstand  bis  zur  weiteren 
Aufarbeitung bei -20°C eingefroren. 
Für die Amplifikation der Erp-kodierenden Gene wurden folgende Einstellungen für Zeiten 
und Temperaturen gewählt: 
Dauer  Temperatur  Schritt  Wiederholungen 
5 min  95°C  Initiale Denaturierung  1 x 
1 min  94°C  Denaturierung 
1 min  50°C  Annealing 
40 s  72°C  Elongation 
 
30 x 
7 min  72°C  Abschließende Elongation  1 x 
 
Der Reaktionsansatz wurde sofern nicht sofort weiterverwendet, bei 4°C gelagert. 
 
Für die Amplifikation des OspA kodierenden Gens wurde das Programm folgendermaßen 
modifiziert:  Material und Methoden 
51 
 
Dauer  Temperatur  Schritt  Wiederholungen 
4 min  94°C  Initiale Denaturierung  1 x 
1 min  94°C  Denaturierung 
1 min  55°C  Annealing 
1 min  72°C  Elongation 
 
30 x 
9 min  72°C  Abschließende Elongation  1 x 
 
Bei jeder PCR wurde eine Reaktion ohne Zugabe von DNA als Negativkontrolle mitgeführt. 
 
2.2.2.2 Transformation von E. coli-Zellen 
Für die Transformation von E. coli Top10-Zellen wurde das TOPO TA Cloning Kit nach 
Angaben des Herstellers verwendet. Vor der Ligation wurde die entsprechende PCR-Reaktion 
mit  dem  MinElute  Reaction  Cleanup  Kit  von  Primern  und  Protein  gereinigt  und  das 
Amplifikat  gleichzeitig  aufkonzentriert.  Für  die  Ligation  des  amplifizierten  Gens  in  den 
Vektor wurde der folgende Reaktionsansatz verwendet:  
4 µl  Gereinigtes Amplifikat aus PCR-Reaktion 
1 µl  Salzlösung 
1 µl  Vektor pCR2.1 TOPO 
6 µl   
 
Der Ligationsansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert, wobei sich das Amplifikat mit dem 
überhängenden Adenosin an ein überhängendes Thymidin des Vektors anlagert und so in den 
Vektor eingebaut wird.  
2 µl des Ligationsansatzes wurden in ein Reaktionsgefäß mit auf Eis aufgetauten Top10-
Zellen pipettiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Für die Transformation wurden die Zellen 
30 s bei 42°C hitzegeschockt, mit 250 µl SOC-Medium versetzt und anschließend für 1 h bei 
37°C  unter  leichtem  Schütteln  inkubiert.  Die  Bakterien  wurden  nun  auf  LB-
Selektivnährböden, supplementiert mit 20 µl Ampicillin-Lösung (50 mg/ml) und 20 µl X-Gal-
Lösung (50 mg/ml), ausplattiert und bei 37°C über Nacht bebrütet. Weiße Klone wurden am 
folgenden  Tag  abgeimpft  und  in  Flüssigkultur  mit  2  x  YT-Medium,  supplementiert  mit 
Ampicillin (50 µg/ml), propagiert. 
 
Für  die  Transformation  von  E.  coli  JM109-Zellen w urde  der  Expressionsvektor         
pGEX-6P-1 verwendet, welcher bereits als BamHI und XhoI restringierter Vektor vorlag. 
Entsprechend wurde auch das amplifizierte Gen, welches kloniert werden sollte, zunächst mit 
den entsprechenden Restriktionsenzymen behandelt (s. Methoden, Kapitel 2.2.2.5). 
Die  Ligation  erfolgte  mit  dem  Quick  Ligation  Kit  mit  folgender  Zusammensetzung  des 
Ligationsansatzes: Material und Methoden 
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3 µl  mit Restriktionsenzymen behandeltes Amplifikat 
5 µl  Vektor pGEX-6P-1 (50 ng/µl) 
10 µl  10 x Quick Ligasepuffer 
1 µl  Quick T4 DNA-Ligase 
1 µl  Aqua dest. 
20 µl   
 
Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und bei 25°C über Nacht inkubiert. 
Die kompetenten JM109 Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 100 µl davon mit 5 µl des 
Ligationsansatzes versetzt und vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min 
auf Eis wurden die Zellen bei 42°C für 30 s hitzegeschockt. Es wurden 250 µl 2 x YT-
Medium hinzugegeben und die Suspension bei 37°C für 2 h leicht schüttelnd inkubiert. Die 
Zellen  wurden  auf  Selektiv-LB-Agarplatten,  supplementiert  mit  20  µl  Ampicillin-Lösung   
(50  mg/ml),  ausplattiert  und  über  Nacht  bei  37°C  bebrütet.  Die  gewachsenen  Kolonien 
wurden am nächsten Tag selektioniert und in je 5 ml 2 x YT-Medium, supplementiert mit 
Ampicillin (50 µg/ml), vermehrt. 
 
2.2.2.3 Plasmidisolierung aus E. coli 
Die Plasmidisolierung aus E. coli erfolgte aus Übernachtkulturen mit dem SV Miniprep-Kit 
nach Angaben des Herstellers. 
 
2.2.2.4 DNA-Konzentrationsbestimmung 
Die Konzentration der isolierten DNA wurde in einer Verdünnung von 1:10 in Aqua dest. 
photometrisch (Ultrospec 3100 pro) bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt und daraus 
die  DNA-Konzentration  berechnet.  Die  Reinheit  der  isolierten  DNA  wurde  durch 
Bestimmung des Quotienten der Absorptionsmessung bei 260 und 280 nm ermittelt. 
 
2.2.2.5 Restriktionsanalyse 
Die Restriktion von Amplifikaten mit den Restriktionsenzymen BamHI und XhoI wurde 
wie folgt durchgeführt, wobei PCR-Amplifikat zunächst mit dem QIAquick PCR Purification 
Kit von Primern gereinigt wurde: Material und Methoden 
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50 µl  gereinigtes Amplifikat 
10 µl  10 x NEBuffer 3 
1 µl  100 x BSA 
4 µl  BamHI (80 U) 
4 µl  XhoI (80 U) 
31 µl  Aqua dest. 
100 µl   
 
Für die Restriktion von Plasmiden mit dem Restriktionsenzym EcoRI wurde der folgende 
Ansatz verwendet: 
250 ng  gereinigtes Plasmid 
1 µl  10 x NEBuffer für EcoRI 
0,5 µl  EcoRI (10 U) 
Ad 10 µl  Aqua dest. 
 
Die Restriktionsansätze wurden bei 37°C schüttelnd über Nacht inkubiert. 
 
2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Die zu analysierenden DNA-Proben wurden zunächst mit Probenpuffer (1:5) versetzt und 
dann  auf  ein  2  %iges  Agarose-Gel  aufgetragen.  Als  Laufpuffer  diente  0,5  x  TBE.  Nach 
erfolgter  Gelelektrophorese  bei  180  V  für  1-2  h  wurde  die  DNA  10  -  30  min  mit 
Ethidiumbromid  (0,5  µg/ml)  gefärbt,  das  Gel  kurz  mit  Wasser  gespült  und  die  DNA-
Fragmente auf dem UV-Transilluminator visualisiert. 
 
2.2.2.7 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) 
Mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese lassen sich große DNA-Fragmente (>20 kb) besser 
auftrennen, als mit der herkömmlichen Agarose-Gelelektrophorese.  
Für  die  PFGE  wurden  grundsätzlich  1  %ige  Agarosegele  verwendet.  Je  200  ng  isolierte 
Borrelien-DNA wurden mit 3 µl Probenpuffer versetzt und auf das Gel appliziert. Für die 
Pulsfeldgelelektrophorese wurde eine Spannung von 6 Volt/cm
2 unter einem Winkel von 120° 
angelegt  und  die  DNA  über  24  h  aufgetrennt.  Anschließend  wurde  die  DNA  mit 
Ethidiumbromid angefärbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht.  
 
2.2.2.8 Southern Blot-Analyse 
Für die Southern Blot-Analyse, wurde die mittels PFGE aufgetrennte DNA zunächst wie folgt 
behandelt. Das Gel wurde nacheinander für 10 min mit 0,15 M HCl depuriniert, für 30 min Material und Methoden 
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mit  0,5  M  NaOH/1,5  M  NaCl  denaturiert  und  für  60  min  mit  0,5  M  Tris/3  M  NaCl 
neutralisiert. Dazwischen erfolgte jeweils ein Waschschritt mit Aqua dest.  
Der Transfer der DNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond N
+) erfolgte mittels 
Vakuumtransfer.  Dazu  wurde  das  vorbehandelte  Gel  auf  ein  mit  20  x  SSC  getränktes 
Filterpapier und der angefeuchteten Membran positioniert. Anschließend wurde das Gel mit 
20 x SSC überschichtet und für 2 h ein Vakuum von 46 mbar erzeugt um die DNA-Fragmente 
auf  die  Membran  zu  transferieren.  Die  Nylonmembran  wurde  anschließend  mit  2  x  SSC 
gewaschen und dann die DNA-Fragmente durch UV-Einwirkung unter 0,12 J/cm
2 kovalent an 
die Membran gebunden.  
Zur Herstellung der Hybridisierungssonde und für die anschließende Detektion wurde das 
ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection Systems - Kit entsprechend den Angaben 
des Herstellers verwendet. Die Herstellung der Hybridisierungssonde erfolgte mittels PCR des 
entsprechenden Genabschnitts. Die PCR-Reaktion wurde durch Agarose-Gelelektrophorese 
überprüft und der Reaktionsansatz dann mit dem Purification–Kit gereinigt.  
Für die Markierung wurde das PCR-Amplifikat auf eine Konzentration von 10 ng/µl verdünnt 
und 100 ng der DNA für 5 min im kochenden Wasserbad denaturiert und anschließend 5 min 
auf Eis gekühlt. Das gleiche Volumen Markierungsreagenz wurde zugegeben, gemischt und 
anschließend  ein  äquivalentes  Volumen  Glutaraldehydlösung  hinzugegeben.  Der 
Reaktionsansatz  wurde  für  10  min  bei  37°C  inkubiert  und  ohne  zeitliche  Verzögerung 
weiterverwendet.  
Die Nylonmembran wurde vor Zugabe der Hybridisierungssonde in 5 x SSC angefeuchtet und 
dann  mit  0,125  ml/cm
2  Hybridisierungspuffer  für  15  min  vorinkubiert.  Die 
Hybridisierungssonde wurde zugegeben und mit der Membran über Nacht bei 42°C inkubiert. 
Am nächsten Tag wurde die Nylonmembran mit Waschpuffer einmal 20 min und zweimal je 
10 min gewaschen und dann zweimal je 5 min in 2 x SSC gespült.  
Für die Detektion wurde die Membran mit 0,125 ml/cm
2 Detektionsreagenz, bestehend aus 
gleichen Teilen Detektionslösung A und B, überschichtet und 1 min bei Zimmertemperatur 
inkubiert. Überschüssiges Detektionsreagenz wurde entfernt und die Membran zusammen mit 
einem ECL-Film in einer Filmkassette platziert. Die Filme wurden für 1 min, 5 min und über 
Nacht belichtet und dann 5 min in Entwicklerlösung entwickelt, mit Aqua dest. gespült und 
abschließend 5 min in Fixierlösung getaucht.  
 
2.2.2.9 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung von gereinigten Plasmiden erfolgte durch die Firma GATC. Material und Methoden 
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2.2.3 SPEZIELLE METHODEN 
 
2.2.3.1 In vitro-Kultivierung von Borrelien 
Borrelien wurden in modifiziertem Barbour-Stoenner-Kelly-Medium unter mikroaerophilen 
Bedingungen  bei  33°C  kultiviert.  Hierbei  wurden  Zellkonzentrationen  von  ca.  10
6-10
8/ml 
erreicht.  Alle  drei  bis  sieben  Tage,  abhängig  von  der  Wachstumsgeschwindigkeit  der 
Spirochäten, wurden die Zellen passagiert. Dazu wurden unter sterilen Bedingungen 1-3 ml 
Kultur  in  frisches  BSK-Medium  überimpft.  In  regelmäßigen  Abständen  erfolgte  eine 
Kontrolle auf Kontamination anhand Dunkelfeldmikroskopie. 
Um das Risiko für den Verlust von Plasmiden zu vermindern, wurden niedrige Passagen der 
Borrelien in Aliquots von 1,8 ml bei -80°C eingefroren. Für die Untersuchungen wurden 
möglichst  niedrig  passagierte  Borrelienstämme  verwendet.  Bei  Bedarf  wurden  die 
Kryokulturen in frischem Medium angeimpft. 
 
2.2.3.2 In vitro-Kultivierung von E. coli 
E. coli-Stämme wurden entweder auf LB-Agar als Festnährboden oder als Flüssigkultur in 2 x 
YT-Medium angezüchtet. Die Bebrütung erfolgte bei 37°C über Nacht, wobei Flüssigkulturen 
bei 200 rpm geschüttelt wurden. 
Plasmid-tragende E. coli-Stämme wurden entweder auf LB-Selektivagar, supplementiert mit 
20 µl Ampicillin-Lösung (50 mg/ml), oder in 2 x YT-Medium, supplementiert mit Ampicillin 
(50 µg/ml), gezüchtet. 
Die  Lagerung  der  E.  coli-Stämme  erfolgte  entweder  bei  4°C  für  bis  zu  14  Tage,  oder 
längerfristig nach Zugabe von 2 x YT/Glycerin-Lösung mit einer Glycerin-Endkonzentration 
von 1:4 bei -80°C.  
 
2.2.3.3 Herstellung von Übernachtkulturen 
Zur  Herstellung  einer  Übernachtkultur  von  E.  coli  wurden  10  ml  2  x  YT  Medium, 
supplementiert  mit  Ampicillin  (50  µg/ml)  versetzt  und  anschließend  mit  20  µl  der 
entsprechenden  E.  coli-Kultur  beimpft.  Die  Inkubation  erfolgte  über  Nacht  bei  37°C  und    
200 rpm. 
 Material und Methoden 
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2.2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Borrelien im Dunkelfeldmikroskop 
Zur  Bestimmung  der  Konzentration  von  Borrelien  einer  Kultur  wurde  ein  Aliquot  bei       
5000 x g für 30 min bei 4°C abzentrifugiert, die Zellen in 500 µl PBS-Puffer aufgenommen 
und in mehreren Verdünnungsstufen in PBS verdünnt. Anschließend wurden die Borrelien in 
einer  standardisierten  Hycor-Zählkammer  (Kova)  im  Dunkelfeldmikroskop  gezählt  und 
hieraus die Konzentration der Bakterienzellen anhand der folgenden Formel berechnet. 
 
Zelldichte [Zellen/µl] = [∑gezählte Zellen/Anzahl gezählter Felder] x K x Verdünnungsfaktor 
 
 
    K: Kammerfaktor 90 
 
2.2.3.5 Bestimmung der Zelldichte einer E. coli-Kultur 
Die  Dichte  einer  mit  E.  coli-Zellen  bewachsenen  Flüssigkultur  wurde  photometrisch 
bestimmt.  Hierbei  erfolgte  die  Messung  der  optischen  Dichte  bei  einer  Wellenlänge  von     
600 nm im Verhältnis zu unbewachsenem 2 x YT-Medium (Referenz). 
 
2.2.3.6 Herstellung eines Zelllysates von Borrelien mit Ultraschall 
Borrelienzellen aus Kultur wurden 30 min bei 5000 x g und 4°C abzentrifugiert und 4 mal mit 
400  µl  PBS/MgCl-Puffer  gewaschen.  Die  Zellen  wurden  in  50-200  µl  PBS/MgCl2 
resuspendiert und im Becherresonator bei 4°C 5 mal 30 s mit jeweils 30 s Pause sonifiziert. 
Die Zelllysate wurden anschließend bei -20°C gelagert. 
 
2.2.3.7 Herstellung eines Zelllysates von E. coli mit Ultraschall 
E. coli-Zellen aus Kultur wurden für 30 min bei 5000 x g und 4°C abzentrifugiert und 4 mal 
mit 400 µl PBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 100 µl PBS-Puffer 
resuspendiert und im Becherresonator bei 4°C 5 mal 30 s mit jeweils 30 s Pause sonifiziert. 
Die Zelllysate wurden anschließend bei -20°C gelagert. 
 
Für die SDS-Gelelektrophorese wurden die Zelllysate auf Eis aufgetaut, 30 min bei 40°C mit 
Tris/Tricin-Inkubationspuffer inkubiert und auf ein Tris/Tricin-Gel aufgetragen. 
 
2.2.3.8 Plasmidisolierung aus Borrelien 
Borrelien aus der lag-Phase wurden bei 5000 x g für 30 min bei 4°C sedimentiert, mit 500 µl 
TES-Puffer gewaschen und in 240 µl TES resuspendiert. Die Zellen wurden anschließend Material und Methoden 
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durch Zugabe von 2,4 µl Lysozymlösung (50 mg/ml) lysiert. Nach Inkubation auf Eis für     
15  min  wurden  300  µl  einer  Lösung  aus  1  %  SDS  in  TES-Puffer  und  7  µl  DEPC 
hinzugegeben, um aus den Zellen freigesetzte proteolytische Enzyme zu inaktivieren. Die 
Reaktion wurde für 10 min kräftig geschüttelt. Zur Präzipitation der Proteine wurden 250 µl 
7,5 M Ammoniumacetat-Lösung hinzugegeben und die Zellreste bei 12 000 x g für 10 min 
bei  Zimmertemperatur  abzentrifugiert.  Nukleinsäuren  im  Überstand  wurden  durch  Zugabe 
von  850  µl  Isopropanol  für  30  min  bei  -20°C  präzipitiert.  Das  Sediment  wurde  durch 
Zentrifugation bei 14 000 x g für 30 min bei 4°C gewonnen und dieses mit 500 µl 70 % 
Ethanol versetzt. Die DNA wurde bei 14 000 x g für 10 min bei 4°C abzentrifugiert und im 
Konzentrator vollständig getrocknet. Die DNA wurde in 300 µl TE-Puffer resuspendiert und 
anschließend  mit  3  µl  RNAseA-Lösung  (10  mg/ml)  versetzt  und  bei  37°C  für  30  min 
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 µl DEPC inhibiert. Nun wurden 150 µl 
7,5 M Ammoniumacetat-Lösung hinzugegeben und erneut abzentrifugiert (11 000 x g, 5 min, 
Zimmertemperatur). Der Überstand wurde mit 1,3 ml 100 % eiskaltem Ethanol versetzt und 
für 20 min bei -20°C gelagert. Das Sediment wurde durch Zentrifugation bei 14 000 x g und 
4°C für 30 min gewonnen, mit 200 µl 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut für 10 min 
bei 14000 x g und 4°C abzentrifugiert. Die DNA wurde getrocknet und abschließend in 50 µl 
TE-Puffer gelöst. 
 
2.2.3.9 Colorimetrischer Bakterizidie Assay (CBA) 
Die Borrelien aus Kultur wurden 30 min bei 5000 x g und 4°C sedimentiert, in BSK-Medium 
aufgenommen und gezählt (s. Methoden, Kapitel 2.2.3.4). 
Unter sterilen Bedingungen wurden in einer Mikrotiterplatte 1,25 x 10
7 Borrelien in 50 µl 
BSK-Medium,  50  µl  Phenolrot  in  BSK-Medium  (im  Verhältnis  5:1)  und  100  µl  NHS 
gemischt, so dass sich ein Ansatz mit 50 % Serum ergab. Anschließend wurde die Platte 
verschlossen  und  mit  Parafilm  versehen  und  bei  33°C  inkubiert.  Sofort  (0  h),  3  h  und 
anschließend alle 24 h wurde über einen Zeitraum von 10 Tagen photometrisch die Extinktion 
bei  562/630  nm  bestimmt.  Durch  Ansäuerung  des  Mediums  durch  stoffwechselaktive 
Borrelien sinkt der pH-Wert, es erfolgt ein Farbumschlag des Mediums von rot nach gelb und 
die Extinktionswerte nehmen ab. Am letzten Versuchstag wurden die Platten geöffnet und 
mittels Dunkelfeldmikroskopie auf Kontamination überprüft. 
Jeder Test erfolgte in vierfacher Ausführung. Für die statistische Auswertung wurden die 
Mittelwerte  und  die  entsprechende  Standardabweichung  ab  dem  Messpunkt  nach  3  h 
berechnet.  Material und Methoden 
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Zusätzlich  wurden  Ansätze  mit  Borrelien  in  50  %  hitzeinaktiviertem  NHS  (hiNHS)  als 
Positivkontrolle  und  mit  Borrelien  in  Medium  ohne  NHS  als  Wachstumskontrolle 
durchgeführt. 
 
2.2.3.10 Immunfluoreszenztest (IFT) 
Borrelienzellen aus Kultur wurden 30 min bei 5000 x g und 4°C sedimentiert und mit 500 µl 
VBS gewaschen. Anschließend wurden die Bakterien gezählt (s. Methoden, Kapitel 2.2.3.4), 
6 x 10
6 Zellen in 75 µl VBS wurden mit 25 µl NHS versetzt und bei 37°C für 30 min 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen bei 14 000 x g für 10 min bei 4°C abzentrifugiert 
und zwei mal mit PBS 0,2 % BSA gewaschen um überschüssiges Serum zu entfernen. Die 
Zellen wurden in 100 µl PBS 0,2 % BSA resuspendiert und davon je 10 µl auf einen vorher 
mit Aceton, Ethanol und destilliertem Wasser gereinigten Glasobjektträger pipettiert. Nach 
dem Trocknen über Nacht wurden die Zellen für 10 min auf dem Objektträger mit Methanol 
fixiert.  
Die  Objektträger  wurden  zunächst  mit  einem  Primärantikörper  gegen  die 
Komplementkomponenten  C3  (1:1000),  C6  (1:200)  bzw.  C5b-9  (TCC,  1:50),  jeweils 
verdünnt in PBS 0,2 % BSA und dann mit einem Alexa 488-konjugierten Sekundärantikörper 
(1:2000) jeweils 1 h bei 33°C in der feuchten Kammer inkubiert. Dazwischen und danach 
erfolgten je 4 Waschschritte für 5 min mit PBS. Abschließend wurden die Objektträger mit 
einem  DAPI-haltigen  Einschlussmedium  und  einem  Deckgläschen  eingedeckelt  und  unter 
dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 
Als  Negativkontrolle  wurden  die  Zellen  mit  hiNHS  inkubiert  und  unter  sonst  gleichen 
Bedingungen wie oben beschrieben, behandelt. 
 
2.2.3.11 Serumadsorptionstest 
Borrelien  aus  einer  gut  bewachsenen  Kultur  wurden  bei  5000  x  g  für  30  min  bei  4°C 
sedimentiert,  mit  1  ml  VBS-Puffer  gewaschen,  in  500  µl  VBS  resuspendiert  und  gezählt       
(s. Methoden, Kapitel 2.2.3.4).    1 x 10
9 Borrelien wurden bei 14 000 x g für 10 min bei 4°C 
abzentrifugiert  und  das  Sediment  in  750  µl  NHS-EDTA  (724,5  µl  NHS,  welches  zur 
Inaktivierung  des  Komplementsystems  für  30  min  mit  25,5  µl  EDTA  inkubiert  wurde) 
resuspendiert.  Nach  einer  Inkubation  von  1  h  bei  Zimmertemperatur  wurden  die  Zellen 
wiederum  abzentrifugiert  und  3  mal  mit  500  µl  PBSA/  0,05  %  Tween20  gewaschen  um 
unspezifisch gebundene Serumbestandteile zu entfernen. Der letzte Waschschritt erfolgte mit Material und Methoden 
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60 µl PBSA/ 0,05 % Tween20. Die Zellen wurden abzentrifugiert und der Überstand bei -
20°C gelagert.  
Die an die Borrelienoberfläche gebundenen Serumproteine wurden mit 60 µl 0,1 M Glycin-
Lösung  (pH  2)  eluiert  und  die  Zellen  anschließend  15  min  bei  14  000  x  g  und  4°C 
abzentrifugiert.  Der  proteinhaltige  Überstand  wurde  mit  4,8  µl  Tris-HCl  neutralisiert  und 
erneut für 15 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend bei -20°C eingefroren. 
Für die Westernblot-Analyse wurden jeweils 30 µl der Proben auf Eis aufgetaut und mit 10 µl 
nicht-reduzierendem  Laemmli-Inkubationspuffer  versetzt.  Die  zu  untersuchenden  Proben 
wurden 5 min bei 95°C gekocht und auf ein 12,5 %iges Laemmli-SDS-Gel aufgetragen. 
 
2.2.3.12 Kofaktor-Assay 
Borrelienzellen aus Kultur wurden bei 5000 x g für 30 min bei  4°C sedimentiert, 2 mal mit 
500 µl PBS-Puffer gewaschen, in 200 µl PBS resuspendiert und gezählt (s. Methoden, Kapitel 
2.2.3.4). Jeweils 10 µl Zellsuspension mit je 1 x 10
7 Zellen wurden entweder ohne Faktor H 
(Negativkontrolle), oder mit 50 ng Faktor H in PBS, versetzt. Die Proben wurden für 60 min 
bei Zimmertemperatur inkubiert, um Faktor H an die Borrelienoberfläche zu binden. 
Anschließend wurden die Zellen 4 mal mit 1 ml PBS gewaschen um ungebundenen Faktor H 
zu entfernen. Das Zellsediment wurde anschließend in 50 µl einer PBS-Lösung mit 1 µg 
Faktor I und 0,5 µg C3b resuspendiert. Alle Proben wurden für 60 min bei 37°C inkubiert. 
Die Zellen wurden anschließend bei 14 000 x g für 10 min bei 4°C sedimentiert und der 
Überstand mit 10 µl Laemmli-Inkubationspuffer und 2,5 µl Mercaptoethanol versetzt und 
anschließend bei -20°C eingefroren. 
Als Positivkontrolle wurden 50 ng Faktor H mit 1 µg Faktor I und 0,5 µg C3b in 50 µl PBS 
versetzt  und  wie  oben  beschrieben  inkubiert.  Als  Negativkontrollen  dienten  Zellen  ohne 
Faktor H, sowie 50 µl PBS-Lösung mit Faktor I und C3b. 
Die Reaktionsansätze wurden auf Eis aufgetaut, und bei 95°C für 5 min erhitzt, bevor diese 
auf ein 12,5 %-Laemmli-SDS-Gel aufgetragen wurden.  
 
2.2.3.13 Opsonisierungstest 
Borrelienzellen aus einer gut bewachsenen Kultur wurden bei 5000 x g für 30 min bei  4°C 
sedimentiert, mit 500 µl VBS gewaschen, wiederum bei 14 000 x g für 10 min bei 4°C 
abzentrifugiert und in 500 µl VBS resuspendiert. Die Zellen wurden gezählt (s. Methoden, 
Kapitel 2.2.3.4) und je 2 x 10
8 Zellen in 150 µl VBS mit 150 µl NHS in VBS (1:5), 150 µl 
NHS  in  2  x  EGTA  (1:5)  bzw.  150  µl  2  x  EDTA  (1:5)  für  30  min  bei  37°C  inkubiert. Material und Methoden 
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Anschließend wurden die Zellen 3 mal mit 500 µl PBS-NaCl gewaschen und bei 14 000 x g 
für  10  min  bei  4°C  abzentrifugiert.  Die  Elution  gebundener  Proteine  erfolgte  mit  100  µl 
Hydroxylamin-Lösung für 1 h bei 37°C. Zuletzt wurden die Zellen bei 14 000 x g für 10 min 
bei 4°C sedimentiert, der Überstand mit 10 µl 2 M HCl neutralisiert und bei -20°C gelagert. 
Für die SDS-PAGE im 12,5 % Laemmli-Gel wurden die Reaktionsansätze auf Eis aufgetaut 
und  je  30  µl  Reaktionsansatz  bei  95°C  für  5  min  mit  12,5  µl  reduzierendem  Laemmli-




Die  Lyme-Borreliose  ist  die  in  Europa  und  Nordamerika  häufigste  vektorübertragene 
Anthropozoonose und besitzt eine hohe klinische Relevanz (CDC, 2006; Robert Koch Institut, 
2005).  Im  Mittelmeerraum  ist  Borrelia  lusitaniae  die  in  infizierten  Zecken  überwiegende 
Borrelienspezies, regional begrenzt wurde sie auch in weiten Teilen Südeuropas aus Zecken 
isoliert. Die Pathogenität dieser Genospezies für den Menschen ist bisher noch nicht eindeutig 
geklärt,  jedoch  wird  ein  entsprechendes  Potential  vermutet.  Die  kulturelle  Anzucht  des 
Erregers aus Patientenmaterial wurde bisher in zwei Fällen dokumentiert (da Franca et al., 
2005; de Carvalho et al., 2008).  
 
3.1 Untersuchungen zur Serumempfindlichkeit von B. lusitaniae 
3.1.1 Analyse des Proteinexpressionsmusters von verschiedenen B. lusitaniae-Stämmen 
Isolate  verschiedener  Lyme-Borrelienspezies  unterscheiden  sich  in  Bezug  auf  ihre 
Serumempfindlichkeit. Stämme der Spezies B. burgdorferi, B. afzelii und B. spielmanii sind 
überwiegend dazu in der Lage, in humanem Serum die Komplementregulatoren Faktor H und 
FHL-1 des alternativen Weges der Komplementaktivierung zu binden und so im Serum zu 
überleben.  Dem  gegenüber  sind  B.  garinii-Stämme  zum  größten  Teil  serumsensibel  und 
werden durch humanes Komplement in wenigen Minuten lysiert. 
Vor  dem  Hintergrund  dieser  Heterogenität  innerhalb  der  Lyme-Borrelienspezies  wurden 
insgesamt  16  Isolate  von  B.  lusitaniae  verschiedenen  geographischen  und  biologischen 
Ursprungs untersucht. Hierunter befanden sich 8 Zeckenisolate und ein humanes Isolat aus 
Portugal sowie 7 Zeckenisolate aus Süddeutschland. 
Zunächst sollte das Proteinexpressionsmusters von B. lusitaniae analysiert werden, um die 
Frage  zu  beantworten,  ob  bereits  innerhalb  der  Spezies  eine  Heterogenität  in  der 
Proteinexpression, sowie Unterschiede zu den serumresistenten Genospezies B. burgdorferi 
und B. afzelii, sowie zu den serumsensiblen B. garinii erkennbar sind. 
Zur  Analyse  des  Proteinexpressionsmusters  wurden  Ganzzelllysate  der  16  B.  lusitaniae-
Isolate  sowie  der  Referenzstämme  B.  burgdorferi  LW2  und  B.  garinii  G1  hergestellt  (s. 
Methoden,  Kapitel  2.2.3.6),  mittels  Tris/Tricin-SDS-PAGE  separiert  und  das  Gel 
anschließend mit Coomassie gefärbt (s. Methoden, Kapitel 2.2.1.5). 
Wie  in  Abb.  3.1  dargestellt,  wiesen  alle  B.  lusitaniae-Isolate  ein  homogenes 
Proteinexpressionsmuster auf, welches sich von dem der beiden Referenzstämme geringfügig Ergebnisse 
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unterschied. Bei allen Borrelienisolaten ergaben sich charakteristische, prominente Banden 
von 60 kD, 41 kD, ca. 35 kD, ca. 30 kD und ca. 21 kD, welche sich auf Grund früherer 
Analysen  (Oschmann  und  Kraiczy,  1998)  als  Hsp60,  Flagellin,  OspB,  OspA  und  OspC 
identifizieren  ließen.  Während  Hsp60  und  Flagellin  hoch  konservierte  Proteine  darstellen, 
sind  OspA,  OspB  und  OspC  auf  Grund  ihrer  Heterogenität  in  ihrem  Molekulargewicht 




Abb. 3.1, Gelelektrophoretische Analyse des Proteinexpressionsprofils von B. lusitaniae-Isolaten. 
Ganzzelllysate (15 µg) von 16 B. lusitaniae-Isolaten sowie von B. burgdorferi LW2 und B. garinii G1 
wurden mittels Tris/Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel anschließend mit Coomassie gefärbt. 
Rechts  gekennzeichnet  sind  die  prominenten  Banden,  links  das  Molekulargewicht  des 
Größenstandards (Precision Plus Protein Standards, Fa. BioRad). 
 Ergebnisse 
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3.1.2  Untersuchung  des  Wachstumsverhaltens  von  B.  lusitaniae  in  normalem 
Humanserum 
Um erste Erkenntnisse über die Serumempfindlichkeit von B. lusitaniae zu erhalten, wurden 
die  Borrelien  mittels  eines  kolorimetrischen  Serumbakterizidietests  (CBA)  (s.  Methoden, 
Kapitel 2.2.3.9) bezüglich ihrer Serumempfindlichkeit charakterisiert. Hierzu wurden 1,25 x 
10
7  Spirochäten  in  50  %  normalem  Humanserum  (NHS),  welches  keine  spezifischen 
Antikörper  gegen  Borrelien  enthielt,  zusammen  mit  einem  pH-Indikator  (Phenolrot)  über 
einen Zeitraum von 10 Tagen inkubiert. Zusätzlich wurden Kontrollen mit hitzeinaktiviertem 
NHS  mitgeführt.  Stoffwechselaktive,  sich  vermehrende  Borrelien  sezernieren 
Stoffwechselprodukte  in  das  Medium  und  die  damit  einhergehende  pH-Wertveränderung 
führt zu einem Farbumschlag des Mediums von rot nach gelb. Dieser Farbumschlag korreliert 
direkt  mit  einer  Abnahme  der  Extinktionswerte,  welche  bei  562/630  nm  für  den 
Versuchszeitraum von 10 Tagen alle 24 Stunden gemessen wurden. Abbildung 3.2 zeigt die 
ermittelten Wachstumskurven der für die 16 untersuchten B. lusitaniae-Isolate repräsentativen 
Stämme  MT-M8,  RBU  Pm2-N6,  IP-N1  und  PoHL1.  Die  Wachstumskurven  der  anderen       
B.  lusitaniae-Isolate  sind  im  Anhang,  Abb.  A1  aufgeführt.  Abb.  3.2  zeigt  außerdem  zum 
Vergleich die Wachstumskurven der Isolate FEM1-D15 (B. afzelii), A14S (B. spielmanii), 
B31-e2 (B. burgdorferi) und G1 (B. garinii). 
Alle  untersuchten  Isolate  vermehrten  sich  in  hitzeinaktiviertem  Serum,  was  an  einem 
Farbumschlag des Mediums und der damit einhergehenden Abnahme der Extinktionswerte zu 
erkennen war.  
In  50  %  NHS,  welches  aktives  Komplement  enthielt,  unterschieden  sich  die 
Wachstumskurven der serumresistenten Stämme FEM1-D15, A14S und B31-e2 kaum von 
denen der entsprechenden hitzeinaktivierten Kontrollen. Das serumsensible B. garinii-Isolat 
G1 zeigte dagegen in NHS keinen Farbumschlag des Mediums, was auf eine Abtötung der 
Borrelienzellen durch Komplement zurückzuführen ist. Entsprechend blieben die gemessenen 
Extinktionswerte konstant bei den Ausgangswerten.  Ergebnisse 
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Abb. 3.2, Nachweis der Serumempfindlichkeit von B. lusitaniae. Der Serumbakterizidietest wurde 
mit den B. lusitaniae-Isolaten MT-M8, RBU Pm2-N6, IP-N1 und PoHL1 sowie den serumresistenten 
Vergleichsstämmen B31-e2 (B. burgdorferi), FEM1-D15 (B. afzelii) und A14S (B. spielmanii) und 
dem  serumsensiblen  Vergleichsstamm  G1  (B.  garinii)  durchgeführt.  1,25  x  107  Borrelienzellen 
wurden  in  50  %  NHS  (▲)  bzw.  50  %  hiNHS  (■)  über  10  Tage  bei  33°C  inkubiert  und  die 
Extinktionswerte alle 24 h photometrisch gemessen. Die Tests erfolgten in 3facher Ausführung an 
unterschiedlichen Tagen. Die dargestellten Wachstumsverläufe repräsentieren jeweils ein Experiment 
bestehend  aus  3  Parallelansätzen,  deren  Extinktionswerte  gemittelt  und  mit  der  entsprechenden 
Standardabweichung dargestellt wurden. Ergebnisse 
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Von den untersuchten B. lusitaniae-Isolaten war nur IP-N1 dazu in der Lage, kontinuierlich in 
Gegenwart von 50 % NHS zu wachsen. Hierbei zeigte die Wachstumskurve eine Abnahme 
der Extinktionswerte, jedoch nicht in gleichem Maße wie in der hitzeinaktivierten Kontrolle 
oder wie bei den serumresistenten Borrelienstämmen. Das Wachstum dieses Stammes wurde 
deshalb  als  intermediär-serumresistent  gewertet.  Die  Isolate  SDA1-N1,  MT-M3,  MT-M5, 
MT-M7, MT-M8, MT-W4, MT-W16, MT-W17, RBU Pm2-N6, RBU La5-L2, HHS La1-L3, 
BBWS2-W2,  ZWU3-N4,  ZWS-W1  sowie  PoHL1  waren  unter  den  entsprechenden 
Bedingungen nicht in der Lage sich zu vermehren. Die Extinktionswerte stagnierten auf dem 
Ausgangsniveau, entsprechend des Wachstums des serumsensiblen B. garinii-Stammes G1. 
Somit  waren  mit  Ausnahme  von  IP-N1  alle  untersuchten  B.  lusitaniae-Stämme  als 
serumsensibel zu klassifizieren.  
Eine vorübergehende Zunahme der Extinktionswerte innerhalb des ersten Versuchstages trat 
bei  allen  Testansätzen  auf  und  ist  auf  die  Reduktion  des  pH-Indikators  Phenolrot  unter 
Sauerstoffeinwirkung vor Verschluss der Mikrotiterplatte zurückzuführen. 
 
3.1.3  Untersuchung  aktivierter  Komplementkomponenten  auf  der  Oberfläche  von        
B. lusitaniae  
Um  die  Ablagerung  aktivierter  Komplementkomponenten  der  verschiedenen  Stufen  der 
Komplementkaskade auf der Zelloberfläche der B. lusitaniae-Stämme nachzuweisen, wurde 
ein  indirekter  Immunfluoreszenztest  (IFT)  (s.  Methoden,  Kapitel  2.2.3.10)  durchgeführt. 
Hierzu wurden die B. lusitaniae-Isolate in 25 % NHS für 30 min bei 37°C inkubiert, wobei 
nach Aktivierung Komplementkomponenten auf der Oberfläche der Spirochäten abgelagert 
werden  sollten.  Die  Komplementkomponenten  C3,  C6  und  C5b-9,  welche  sequenziell 
aufeinander  folgende  Stufen  der  Komplementkaskade  widerspiegeln,  wurden  mittels 
Immunfluoreszenzmikroskopie  detektiert.  Gleichzeitig  erfolgte  eine  Gegenfärbung  der 
Borrelienzellen mit dem DNA-bindenden Fluorochrom DAPI.  
Als  Kontrolle  wurden  die  Borrelienstämme  parallel  mit  25  %  hitzeinaktiviertem  NHS 
inkubiert. Zusätzlich wurden die serumresistenten Stämme B. burgdorferi B31-e2, B. afzelii 
FEM1-D15  und  B.  spielmanii  A14S  sowie  der  serumsensible  B.  garinii-Stamm  G1  als 
Kontrollen mitgeführt. Abb. 3.3 zeigt den Immunfluoreszenztest mit hitzeinaktiviertem Serum 
des B. lusitaniae-Stammes PoHL1, stellvertretend für alle durchgeführten Negativkontrollen. 
Die  Ergebnisse  von  4  repräsentativen  B.  lusitaniae-Isolaten  sowie  der  Kontrollstämme          
B. burgdorferi B31-e2 und B. garinii G1 sind in Abb. 3.4 dargestellt. Die Abbildungen der 
weiteren  zwölf  untersuchten  B.  lusitaniae-Stämme  sowie  von  B.  afzelii F E M 1 -D15  und        Ergebnisse 
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B. spielmanii A14S sind dem Anhang, Abb. A2 zu entnehmen. Für die Abbildungen wurde 
jeweils  der  gleiche  Ausschnitt  des  Präparates  mit  verschiedenen  Fluoreszenzfiltern 
fotografiert,  die  Übereinanderlagerung  der  Aufnahmen  erfolgte  mittels  der  Differenz-




Abb.  3.3,  Negativer  Nachweis  der  Ablagerung  von  Komplement n a c h  I n k u b a t i o n  v o n  
Borrelienzellen  mit  hitzeinaktiviertem  NHS. 6  x  1 0
6 B o r r e l i e n z e l l e n  w u r d e n  i n  2 5  %  
hitzeinaktiviertem NHS für 30 min bei 37°C inkubiert und die Komplementkomponenten C3, C6 und 
C5b-9 (terminaler Membranangriffskomplex, TCC) auf der Oberfläche der Zellen mittels indirektem 
Immunfluoreszenztest  nachgewiesen.  Hierzu  wurden  polyklonale  Antikörper  gegen  die 
Komplementkomponenten  C3  bzw.  C6  und  ein  monoklonaler  spezifischer  Antikörper  gegen  den 
humanen terminalen Membranangriffskomplex (C5b-9) verwendet. Die Gegenfärbung der bakteriellen 
DNA erfolgte mit DAPI.  
 
In  den  Kontrollen  mit  hitzeinaktiviertem  Serum  ließen  sich,  wie  erwartet,  keine 
Komplementkomponenten auf der Borrelienoberfläche detektieren. Mittels der DAPI-Färbung 
wurde  gleichzeitig  das  Vorhandensein  von  Borrelien  im  entsprechenden  Bildausschnitt 
nachgewiesen. 
Bei dem serumresistenten B. burgdorferi-Isolat B31-e2 und dem B. spielmanii-Isolat A14S 
fluoreszierten wenige Zellen bei Detektion von C3, im Vergleich mit der DAPI-Färbung war 
jedoch  zu  erkennen,  dass  nur  ein  Bruchteil  der  vorhandenen  Borrelien  fluoreszierte.  Bei 
Detektion  von  C6  bzw.  des  terminalen  Membranangriffskomplexes  (C5b-9)  waren  keine 
Ablagerungen  von  Komplement  mehr  nachweisbar.  Manche  fluoreszierenden  Zellen 
enthielten keine DNA und sind deswegen als tote Zellhüllen anzusehen (Herzberger et al., 
2007). Bei dem serumresistenten B. afzelii-Isolat FEM1-D15 konnten nach Inkubation mit   




Abb. 3.4, Nachweis der Ablagerung aktivierter Komplementkomponenten auf Borrelienzellen.  
6  x  10
6  Borrelienzellen  wurden  in  25  %  NHS  für  30  min  bei  37°C  inkubiert u n d  d i e  
Komplementkomponenten C3, C6 und C5b-9 mittels IFT nachgewiesen. Für die Detektion dienten 
polyklonale  Antikörper  gegen  die  Komplementkomponenten  C3  bzw.  C6  und  ein  monoklonaler 
spezifischer  Antikörper  gegen  den  humanen  terminalen  Membranangriffskomplex  (C5b-9).  Die 
Gegenfärbung der bakteriellen DNA erfolgte mit DAPI. Gezeigt sind die B. lusitaniae-Isolate MT-M8, 
RBU Pm2-N6, IP-N1 und PoHL1 sowie das serumresistente B. burgdorferi-Isolat B31-e2 und das 
serumsensible B. garinii-Isolat G1. 
 Ergebnisse 
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Bei  dem  serumsensiblen  B.  garinii-Stamm  G1  waren  alle  Zellen  für  C3,  C6  oder  C5b-9 
positiv.  Die  DAPI-Färbung  ergab,  dass  die  DNA  konzentriert  an  einem  Punkt  lokalisiert 
vorlag. An dieser Stelle zeigte sich meist eine Auftreibung der Bakterienzellwand (sog. Bleb). 
Ein entsprechendes Bild zeigten die 16 untersuchten B. lusitaniae-Isolate. Alle Zellen wiesen 
eine homogene Fluoreszenz für die 3 nachgewiesenen Komplementkomponenten auf. Wie bei 
dem B. garinii-Stamm G1 ließ sich eine Konzentrierung der DNA in den Blebs nachweisen.  
Im Verlauf des Versuchs wurde nach Inkubation der Borrelien mit NHS vor der Fixierung auf 
dem  Objektträger  zusätzlich  eine  Nativmikroskopie  durchgeführt.  Hierbei  konnte  bei            
B.  garinii  G1  und  den  B.  lusitaniae-Isolaten  eine  deutliche  Abnahme  der  Motilität  der 
Borrelien sowie die Bildung von Ausstülpungen der Zellmembran beobachtet werden.  
Der  Nachweis  der  massiven  Komplementablagerung,  der  Motilitätsverlust  sowie  die 
drastischen  morphologischen  Veränderungen  unterstützten  die  Klassifizierung  von                
B.  lusitaniae  als  überwiegend  serumsensible  Borrelienspezies,  welche  anhand  des 
Serumbakterizidietests (s. Kapitel 3.1.2) bereits vermutet wurde. 
 
3.1.4 Grundlegende Studien zur Komplementaktivierung von B. lusitaniae 
Mit einer Ausnahme zeigten sich die 16 untersuchten Isolate der Genospezies B. lusitaniae in 
den durchgeführten Tests phänotypisch als serumsensibel. In der Literatur wird beschrieben, 
dass  Borrelien  im  antikörperfreien  Serum  sowohl  den  klassischen  Weg  als  auch  den 
alternativen Weg aktivieren können (Breitner-Ruddock et al., 1997; Kraiczy et al., 2000; van 
Dam et al., 1997). Um zu untersuchen, über welchen der beiden Wege B. lusitaniae das 
Komplementsystem aktiviert, wurde ein Opsonisierungstest (s. Methoden, Kapitel 2.2.3.13) 
durchgeführt. Hierzu wurden je 2 x 10
8 Borrelienzellen in je 10 %igem NHS, NHS-EGTA 
oder NHS-EDTA für 30 min bei 37°C inkubiert. EGTA hemmt den klassischen Weg der 
Komplementaktivierung, EDTA dagegen den klassischen und den alternativen Weg. Nach der 
Inkubation  wurden  die  Zellen  gewaschen  und  auf  der  Bakterienoberfläche  kovalent 
gebundenes  C3b  durch  Behandlung  mit  Hydroxylamin  abgespalten.  Die  jeweiligen 
Überstände sowie gereinigtes C3b (Positivkontrolle), wurden auf ein 12,5 % Laemmli-SDS-
Gel  aufgetragen  und  unter  reduzierenden  Bedingungen  elektrophoretisch  aufgetrennt. 
Anschließend  wurden  die  separierten  Proteine  auf  Nitrocellulose  transferiert  und  mittels 
Westernblot analysiert (s. Abb. 2.2.1.3).  
Das unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennte C3-Molekül ließ sich anhand der α´-Kette 
(105  kD)  und  der  β-Kette  (75  kD)  identifizieren.  Bei  den  16  untersuchten  B.  lusitaniae-
Isolaten konnten nach Inkubation mit 10 % NHS die 75 kD β-Kette, die 68 kD α´1-Kette, Ergebnisse 
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sowie die 43 kD α´2-Kette detektiert werden (s. Abb. 3.5 a). Die β-Kette ist Bestandteil von 
C3b und iC3b und die α´1-Kette sowie die α´2-Kette kennzeichnen iC3b. 
 
 
Abb. 3.5, Nachweis von abgelagerten C3-Fragmenten nach Opsonisierung von B. lusitaniae in 
NHS, NHS-EGTA und NHS-EDTA. Die Borrelienzellen (2 x 10
8) wurden in je 10 %igem NHS, 
NHS-EGTA bzw. NHS-EDTA für 30 min bei 37°C inkubiert, anschließend gewaschen und kovalent 
gebundene  C3-Fragmente  durch  Hydroxylamin  abgespalten.  Die  Proteine  wurden  mittels  12,5  % 
Laemmli-SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen separiert und auf eine Nitrocellulosemembran 
transferiert.  Die  Detektion  erfolgte  mit  einem  polyklonalen  anti-C3-Antikörper.  Gereinigtes  C3b 
diente als Größenstandard und Positivkontrolle. Rechts gekennzeichnet sind die identifizierten C3-




Alle B. lusitaniae-Isolate zeigten das gleiche Muster an C3-Spaltprodukten und waren somit 
in der Lage, C3 zu aktivieren. Nach Inkubation der Borrelien in 10 % NHS-EGTA konnte  
kein Unterschied im C3-Muster im Vergleich zu den NHS-behandelten Zellen festgestellt 
werden. Auch hier ließen sich bei allen Isolaten sowohl die β-Kette, als auch die α´1-Kette 
und die α´2-Kette detektieren (s. Abb. 3.5 b). Da EGTA die Aktivierung über den klassischen 
Weg hemmt, muss die Opsonisierung der Borrelienzellen mit C3, hauptsächlich über den 
alternativen Weg erfolgt sein. Für Borrelienzellen, die in 10 % NHS-EDTA inkubiert wurden, 
konnten,  wie  erwartet,  keine  C3-Fragmente  nachgewiesen  werden,  da  EDTA  beide 
Aktivierungswege blockiert (s. Abb. 3.5 c). 
 
3.2 Analyse der Faktor H-Bindung bei B. lusitaniae 
3.2.1  Identifikation  Faktor  H-bindender  Proteine  bei  B.  lusitaniae  mittels 
Ligandenaffinitätsblotanalyse 
Um zu untersuchen, ob B. lusitaniae in der Lage ist, Proteine der Faktor H-Familie zu binden, 
wurde  eine  Ligandenaffinitätsblotanalyse  durchgeführt.  Hierzu  wurden  Zelllysate                 
(s.  Methoden,  Kapitel  2.2.3.6)  der  16  Isolate  gelelektrophoretisch  aufgetrennt  und  mittels 
Ligandenaffinitätsblotanalyse auf Bindung von Proteinen der Faktor H-Familie untersucht. 
Zusätzlich  wurden  Zelllysate  von  B.  burgdorferi  LW2,  welcher  die  Faktor  H-bindenden 
Proteine BbCRASP-1 bis -5 exprimiert, und des CRASP-negativen B. garinii-Stammes G1 
als Kontrollen mit in die Analyse eingeschlossen.  
Das Ergebnis der Ligandenaffinitätsblotanalyse ist in Abb. 3.6 dargestellt. Hierbei zeigte das 
Isolat MT-M8 ein Faktor H-bindendes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 16 kD, 
während die anderen B. lusitaniae-Isolate keine spezifische Bindung von Faktor H aufwiesen. 
Bei  B.  burgdorferi-Stamm  LW2  ließen  sich  3  Faktor  H-bindende  Proteine  mit  einem 
Molekulargewicht von 25,9 kD, 19,8 kD und 17,7 kD, welche BbCRASP-1, BbCRASP-3 und 
BbCRASP-5 entsprechen, detektieren (Kraiczy et al., 2001a). Im Lysat des B. garinii-Isolats 
G1  konnte  kein  Faktor  H-bindendes  Protein  nachgewiesen  werden.  Die  gleichzeitige 
Detektion  von  Flagellin,  eines  41  kD-Proteins,  welches  konstitutiv  von  allen  Borrelien 
exprimiert wird, zeigt, dass ähnliche Mengen an Zelllysat (mit Ausnahme des Zelllysats von 
B. garinii G1) aufgetragen wurden. Warum Flagellin von B. burgdorferi LW2 nicht mit dem 





Abb.  3.6,  Identifikation  von  Faktor  H-bindenden  Proteinen  bei  B.  lusitaniae. G a n z z e l l l y s a t e            
(30  µg)  der  verschiedenen  Borrelienisolate  wurden  in  einem  10  %  Tris/Tricin-SDS-Gel  unter 
reduzierenden  Bedingungen  elektrophoretisch  aufgetrennt  und  anschließend  auf  eine 
Nitrocellulosemembran transferiert. Anschließend wurde die Membran mit NHS als Quelle für Faktor 
H inkubiert und spezifisch gebundener Faktor H mit einem polyklonalen anti-Faktor H-Antikörper 
detektiert. Flagellin wurde mit dem monoklonalen Antikörper L41 1C11 nachgewiesen. Rechts sind 
die  identifizierten  Faktor  H-bindenden  Proteine  des  Isolats  LW2  gekennzeichnet,  links  ist  das 
Molekulargewicht des Größenstandards (Precision Plus Protein Standards, Fa. BioRad) angegeben.   
a) Detektion von Flagellin, b) Detektion von Faktor H-bindenden Proteinen. 
 
3.2.2 Analyse der an B. lusitaniae gebundenen Proteine der Faktor H-Familie 
Um die Frage zu beantworten, ob B. lusitaniae auch als intakte Zellen in der Lage sind, 
Proteine  der  Faktor  H-Familie  zu  binden,  wurden  Serumadsorptionstests  (s.  Methoden, 
Kapitel 2.2.3.11) durchgeführt. Hierfür wurden von den 16 B. lusitaniae-Isolaten je 10
9 native 
Zellen  in  komplementinaktiviertem  Serum  (NHS-EDTA)  inkubiert  und  anschließend 
mehrfach gewaschen. Die an die Bakterienoberfläche spezifisch gebundenen Serumproteine 
wurden  anschließend  eluiert  und  mittels  Westernblot  analysiert.  Die  Methode  des 
Serumadsorptionstests bietet auf Grund der hohen Zellzahl eine höhere Sensitivität als die 
Ligandenaffinitätsblotanalyse,  für  welche  Ganzzelllysate  verwendet  werden.  Des  Weiteren 
besteht  die  Möglichkeit,  verschiedene  Mitglieder  der  Faktor  H-Familie  anhand  ihres 





Abb. 3.7, Nachweis der Bindung von Proteinen der Faktor H-Familie an intakte Borrelienzellen.  
Intakte  Borrelienzellen  (10
9)  wurden  60  min  bei  Zimmertemperatur  in  NHS-EDTA  inkubiert  und 
anschließend mehrfach gewaschen. Die an die Zelloberfläche gebundenen Proteine wurden eluiert (E) 
und  neben  der  letzten  Waschfraktion  (W)  in  einem  12,5  %  Laemmli-SDS-Gel  elektrophoretisch 
aufgetrennt  und  auf  eine  Nitrocellulosemembran  transferiert.  Die  Detektion  erfolgte  mit  einem 
polyklonalen anti-Faktor H-Antikörper. Gereinigter Faktor H diente als Kontrolle. Rechts markiert 
sind  die  detektierten  Proteine  der  Faktor  H-Familie,  links  das  Molekulargewicht  des 
Proteingrößenstandards (Precision Plus Protein Standards, Fa. BioRad). 
 
Die Ergebnisse der Serumadsorptionstests sind in Abb. 3.7 dargestellt. Bei allen B. lusitaniae-
Isolaten konnte eine Bindung von Faktor H nachgewiesen werden. Bezüglich der Bindung 
von  FHR-1,  welches  in  den  zwei  glykosylierten  Formen  FHR-1α  (43  kD)  und  FHR-1β        Ergebnisse 
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(37  kD)  im  humanen  Serum  vorkommt,  zeigten  sich  die  Isolate  heterogen.  Die  Stämme 
SDA1-N1,  MT-M8,  MT-W4,  MT-W16,  RBU  Pm2-N6,  RBU  La5-L2,  HHS  La1-L3  und 
PoHL1 waren in der Lage, FHR-1, zumindest schwach, zu binden. Für Isolat MT-M8 ließ 
sich auch eine Bindung von FHR-2 (24 kD) und dessen glykosylierter Form FHR-2a (29 kD) 
nachweisen.  
 
3.2.3 Untersuchung der Kofaktoraktivität von an Borrelien gebundenem Faktor H 
Im Serumbakterizidietest waren von den 16 untersuchten B. lusitaniae-Isolaten 15 eindeutig 
als serumsensibel zu klassifizieren. Der Nachweis der abgelagerten Komplementfaktoren C3, 
C6  sowie  des  terminalen  Membranangriffskomplexes  auf  der  Zelloberfläche  mittels 
indirektem  Immunfluoreszenztest  unterstützt  diese  Klassifizierung.  Trotzdem  zeigten  alle 
Isolate im Serumadsorptionstest eine Bindung von Faktor H. In der Literatur ist beschrieben, 
dass Bakterien, welche Faktor H aus dem Serum akquirieren, dessen Kofaktoraktivität für die 
Serinprotease Faktor I nutzen, um abgelagertes C3b zu spalten und so die Aktivierung der 
Komplementkaskade zu hemmen (Kraiczy und Würzner, 2006; Lambris et al., 2008). Deshalb 
wurde untersucht, ob an die Oberfläche von B. lusitaniae gebundener Faktor H in der Lage 
ist, ebenfalls Kofaktoraktivität zu entfalten. 
Dazu wurden jeweils 4 x 10
7 Borrelienzellen 60 min bei Zimmertemperatur mit gereinigtem 
Faktor  H  inkubiert,  die  Zellen  anschließend  gewaschen  und  Faktor  I  sowie  C3b  im 
Überschuss  hinzugegeben.  Nach  60minütiger  Inkubation  bei  37°C  wurde  der  Überstand 
abzentrifugiert  und  mittels  Tris/Tricin-SDS-PAGE  aufgetrennt,  auf  eine 
Nitrocellulosemembran  transferiert  und  die  Spaltprodukte  von  C3b  mittels  Westernblot 
detektiert. Als Positivkontrolle wurden gereinigter Faktor H mit Faktor I und C3b unter den 
oben beschriebenen Bedingungen inkubiert.  
Wie in Abb. 3.8 dargestellt, sind in der Positivkontrolle die typischen Spaltprodukte von C3b, 
nämlich die α´-68 kD-, α´-46 kD- und α´-43 kD-Bande, zu erkennen. Kontrollen ohne Zugabe 
von Faktor H zeigten, wie erwartet, keine Spaltprodukte von C3b, sondern nur die α´- und β-
Ketten des Proteins. Das bedeutet, dass B. lusitaniae keine endogene Fähigkeit zur Spaltung 
von C3b oder eigenständige Kofaktoraktivität besitzt. Wurden die Borrelien mit Faktor H 
inkubiert, waren Spaltprodukte von C3b äußerst schwach bei den Isolaten RBU Pm2-N6, 
HHS  La1-L3,  BBWS2-W2  und  IP-N1  nachweisbar,  während  alle  anderen  Isolate  keine 
Spaltprodukte  von  C3b  und  somit  keine  Kofaktoraktivität  erkennen  ließen.  Obwohl  der 
Westernblot prinzipiell keine quantitative Methode darstellt, lassen die im Vergleich mit der 
Positivkontrolle nur sehr schwachen Banden der C3-Spaltprodukte, sowie der Nachweis der Ergebnisse 
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intakten α´-Kette bei allen B. lusitaniae-Isolaten auf eine sehr geringe Kofaktoraktivität des 
gebundenen Faktor H-Moleküls schließen. 
 
 
Abb.  3.8,  Nachweis  der  Kofaktoraktivität  von  an  B.  lusitaniae g e b u n d e n e m  F a k t o r  H .  
Borrelienzellen (4 x 10
7) wurden für 60 min bei Zimmertemperatur mit 50 ng gereinigtem Faktor H 
inkubiert und dann gewaschen. Anschließend wurden Faktor I und C3b hinzugegeben und 60 min bei 
37°C inkubiert. Der Überstand wurde mittels Laemmli-SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen 
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und die Spaltprodukte von C3b mit einem 
polyklonalen anti-C3-Antikörper detektiert. Links sind die Spaltprodukte von C3b gekennzeichnet. 
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3.3 Charakterisierung eines Faktor H-bindenden Proteins von B. lusitaniae 
3.3.1  Amplifikation  des  für  das  Faktor  H-bindende  Protein  kodierende  Gen  von            
B. lusitaniae MT-M8 
Ziel weiterer Untersuchungen des Faktor H-bindenden Proteins von B. lusitaniae bestand in 
dessen  Isolierung  und  anschließender  Charakterisierung.  Auf  Grund  der  spezifischen 
Eigenschaft, Faktor H zu binden und seines Molekulargewichts von 16 kD wurde vermutet, 
dass es sich um ein Erp-homologes Protein handelte. Die für Erp-Proteine kodierenden Gene 




Abb. 3.9, Amplifikation erp-homologer Gensequenzen von B. lusitaniae MT-M8 mittels PCR. 
Die PCR erfolgte mit 2 µl Ganzzelllysat des Isolates MT-M8 und verschiedenen Oligonukleotiden, die 
für die Amplifikation von unterschiedlichen erp-Genen eingesetzt wurden. Für jeden Ansatz wurde 
eine Negativkontrolle (-) ohne Zugabe von DNA mitgeführt. Die Reaktionen wurden anschließend 
mittels 2 % Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Links dargestellt sind die Fragmentgrößen des 123 
bp DNA-Markers (Fa. Invitrogen). 
 
Daher wurden zunächst erp-homologe Gensequenzen aus dem Gesamtgenom von MT-M8 
mittels PCR (s. Methoden, Kapitel 2.2.2.1) amplifiziert. Dazu wurden in einem Pilotansatz 
Oligonukleotide  verwendet,  mit  denen  bereits  erp-orthologe  Gene  anderer 
Borreliengenospezies  erfolgreich  amplifiziert  wurden  (P.  Kraiczy,  persönliche  Mitteilung). Ergebnisse 
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Die Reaktionen wurden anschließend mittels Gelelektrophorese in einem 2 %igen Agarosegel 
(s. Methoden, Kapitel 2.2.2.6) analysiert.  
Wie in Abb. 3.9 dargestellt, gelang die spezifische Amplifikation eines Genabschnitts mit den 
Oligonukleotiden  BsCRASP-3  145(+)/BsCRASP-3  3nc(-),  Uhb  (+)/E470  (-)  und               
Uhb  (+)/ErpP  Hind  (-),  während  die  Oligonukleotide  OspE  34(+)/E470(-)  multiple 
Genabschnitte lieferten. 
 
3.3.2 Klonierung erp-orthologer Gene von B. lusitaniae MT-M8 und Transformation von 
E. coli-Zellen 
Von  den  3  spezifisch  amplifizierten  Genabschnitten  aus  dem  Gesamtgenom  von  MT-M8 
wurde  das  größte  Fragment,  welches  eine  Länge  von  ca.  800  bp  aufwies  und  mit  den 
Oligonukleotiden Uhb (+)/ErpP Hind (-) amplifiziert werden konnte, für die Klonierung in 
einen  Vektor  ausgewählt.  Es  wurde  vermutet,  dass  das  längste  Fragment  einen  möglichst 
großen Abschnitt des Gens enthielt. Die entsprechende PCR-Reaktion wurde gereinigt und 
das  Amplifikat  direkt  mit  Hilfe  der  TA  Cloning-Methode  in  den  Vektor  pCR2.1  TOPO         
(s. Material, Kapitel 2.1.9) kloniert und anschließend in E. coli TOP10 Zellen transformiert   
(s.  Methoden,  Kapitel  2.2.2.2).  Mehrere  Klone  wurden  über  Blau/Weiß-Selektion  auf 
Ampicillin-haltigen  Agarplatten  selektioniert,  vermehrt  und  die  Plasmide  isoliert.  Diese 
wurden  anschließend  mittels  Restriktionsanalyse  auf  Vorhandensein  inserierter  DNA 
untersucht. Nach Hydrolyse mit dem Restriktionsenzym EcoRI wurden die Reaktionen mittels 
2 % Agarose-Gelelektrophorese analysiert (Abb. 3.10) und Plasmide, welche ein ca. 800 bp 




Abb. 3.10, Restriktionsanalyse verschiedener Insert-tragender Plasmide. Die isolierten Plasmide 
(250  ng)  wurden  mit  10  U  des  Restriktionsenzyms  EcoRI  bei  37°C  über  Nacht  hydrolysiert  und 
elektrophoretisch in einem 2 % Agarose-Gel separiert (Spur 2-11). Auf den beiden äußeren Spuren 
wurde  der  123  bp  DNA-Marker  (Fa.  Invitrogen)  aufgetragen.  Die  Fragmentgrößen  des  DNA-
Standards sind links angegeben. 
 
3.3.3 Analyse des erp-orthologen Gens von B. lusitaniae MT-M8 
In Abb. 3.11 ist die erhaltene Sequenz des erp-orthologen Gens von B. lusitaniae MT-M8 
dargestellt.  Außerdem  wurde  ein  Homologievergleich  der  Aminosäuresequenz  des  Erp-
orthologen  Proteins  von  MT-M8  mit  Faktor  H-bindenden  Proteinen  der  Erp-Familie 
verschiedener  B.  burgdorferi-Stämme  durchgeführt  (s.  Abb.  3.12)  und  anhand  dessen  ein 
phylogenetischer Stammbaum erstellt (s. Abb. 3.13). Es ergaben sich mit der Jotun Hein-
Methode Identitäten von 63,2 % mit OspE (Stamm 297), 61,2 % mit ErpA (Stamm B31), 
ErpC (Stamm B31) und ErpP (Stamm B31), 60,0 % mit OspE (Stamm N40) und 49,4 % mit 
Erp47 (Stamm Sh-2-82). Das Faktor H-bindende Protein von B. lusitaniae MT-M8 wurde 
somit  als  Mitglied  der  Erp-Proteinfamilie  in  Analogie  zu  der  Nomenklatur  der  CRASP-
Proteine  von  B.  burgdorferi,  B.  afzelii  und  B.  spielmanii  als  BlCRASP-3  (MT-M8) 
bezeichnet.  Ergebnisse 
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                                               5´ - GTTGGTTAA 
  
 AATTACATTTGGATTTTATTACTATGTAATCGAAAATGTAACAAAACTATATTTTTAAAC 
                 f           [-35]                     [-10] 
 ATTTAAAAAAATTGTATTTACTCGAGATTGCATTACCCTTAAGTTTTAAAGAGAGGTTTT 
 
 ATGAATAAGAAAATGTTTATTATTTGTGCATTGTTTGTCCTGATAAGTTCTTGCAAAACT    60 
  M  N  K  K  M  F  I  I  C  A  L  F  V  L  I  S  S  C  K  T     20 
 
 GATGAAAGCATTTTAAGTGAGCAAGAGAGTTTAAGCAAGCAAGATAGTTTAAGTAAGCAA   120 
  D  E  S  I  L  S  E  Q  E  S  L  S  K  Q  D  S  L  S  K  Q     40 
 
 GATAGTTTAAGTAAGCAAGGCCGTAGTTATACAATAAAATTCTCTGAATTTAGTGTAAAA   180 
  D  S  L  S  K  Q  G  R  S  Y  T  I  K  F  S  E  F  S  V  K     60 
 
 ATTAAAAATAAAGATTCTAATAATAATAGCTGGAAAGATTTAGGAACTTTACTCATTAAA   240 
  I  K  N  K  D  S  N  N  N  S  W  K  D  L  G  T  L  L  I  K     80 
 
 AAAGAAGAAGGTAAAGAAGGTTTAATTCTTGTGGGTTTACATAACAATTATCAAGGAGGA   300 
  K  E  E  G  K  E  G  L  I  L  V  G  L  H  N  N  Y  Q  G  G    100 
 
 GGGCACAGTGCTACATTCTTTTTGCTAGAACCATCAGAAGTTAATAATTTTTTAAAAGCA   360 
  G  H  S  A  T  F  F  L  L  E  P  S  E  V  N  N  F  L  K  A    120 
 
 ATGACTAAAGGGGGATCATTTGAAACTGGTATGTATTATGGATATAAGGATGAAGAAAGT   420 
  M  T  K  G  G  S  F  E  T  G  M  Y  Y  G  Y  K  D  E  E  S    140 
 
 GTTAGAAATGGTATCAAAAATAAAAAGATAATAACAAAGATAGAAAAAATTAATGGGTCT   480 
  V  R  N  G  I  K  N  K  K  I  I  T  K  I  E  K  I  N  G  S    160 
 
 CAACATATTACATTTTTAGGAGATAAGATAAAAGGTTCACCGGGTAGTATTGCTAAATAT   540 
  Q  H  I  T  F  L  G  D  K  I  K  G  S  P  G  S  I  A  K  Y    180 
 
 GCAATACCACTAGAAGAGTTTAAGAAGAATTTAAAATAGAAGTTTAAAGTATAATGGAGA   600 
  A  I  P  L  E  E  F  K  K  N  L  K  *                         192 
 
 ATAATTATGAATAAAAAAGCTTTGATTGTTTGTGCTG – 3´                     660 
 
 
Abb.  3.11,  Nukleotid- u n d  A m i n o s ä u r e s e q u e n z  d e s  B l C R A S P -3  kodierenden  Gens  von  B. 
lusitaniae MT-M8. Die Nukleotide und Aminosäuren wurden ab dem vermuteten ATG Startcodon 
nummeriert, das Stop-Codon (TAG) am Ende des offenen Leserahmens ist mit * bezeichnet. Die 
potentiellen Promotorsequenzen wurden mit -10 und -35 markiert, die Sequenzen der verwendeten 
Oligonukleotide  sind  unterstrichen  und  in  kursiver  Schreibweise  gekennzeichnet.  Die  abgeleitete 




  BlCRASP-3(MT-M8)   MNK—-KMFIICALFVLISSCKTDESILSEQESLSKQDS-------------LSKQDSLSK 
  ErpA(B31)          MNKKMKMFIICAVFILIGACKIHTSYDEQSNGEVKVKK---------------------- 
  ErpC(B31)          MNKKMKMFIICFIFALISSCKNHTLYDGQSNGEAKVKK---------------------- 
  ErpP(B31)          MNKKMKMFIVCAVFILIGACKIHTSYDEQSSGEINHTLYDEQSNGELKLKK--------- 
  Erp47(Sh-2-82)     MNKKMKMFIVCAVFILIGACKIHTSYDEQSSGEINHTLYDEQSNGELKLKK--------- 
  OspE(297)          MNKKMKMFIICFIFALISSCKNHTLYDGQSNGEAKVKK---------------------- 
  OspE(N40)          MNKKMKMFIVYAVFILIGACKIHTSYDEQSSGESKVKK---------------------- 
 
 
  BlCRASP-3(MT-M8)   QGRSYTIKFSEFSVKIKNKDSNNNSWKDLGTLLIKKEEGKEGLILVGLHNNYQGG----- 
  ErpA(B31)          ------IEFSEFTVKIKNKN-NSNNWADLGDLVVRKEKD-------GIETGLNAG----- 
  ErpC(B31)          ------IEFSEFTVKIKNKN-NSNNWADLGDLVVRKEED-------GIETGLNVGKGDSD 
  ErpP(B31)          ------IEFSKFTVKIKNKD-NNSNWTDLGDLVVRKEEN-------GIDTGLNAG----- 
  Erp47(Sh-2-82)     ------IEFSKFTVKIKNKD-NNSNWTDLGTLVVRKEEN-------GIDTGLNAG----- 
  OspE(297)          ------IEFSEFTVKIKNKN-NSNNWADLGDLVVRKEED-------GIETGLNVGKGDSD 
  OspE(N40)          ------IEFSKFTVKIKNKD-KSGNWTDLGDLVVRKEEN-------GIDTGLNAG----- 
 
 
  BlCRASP-3(MT-M8)   ---GHSATFFLLEPSEVNNFLKAMTKGGSFETGMYYGYKDEESV-RNGIKNKKIITKIEK 
  ErpA(B31)          ---GHSATFFSLEEEEINNFIKAMTEGGSFKTSLYYGYNDEESD-KNVIKNKEIKTKIEK 
  ErpC(B31)          TFAGYTATFFSLEESEVNNFIKAMTEGGSFKTSLYYGYKDEQSN-ANGIQNKEIITKIEK 
  ErpP(B31)          ---GHSATFFSLKESEVNNFIKAMTKGGSFKTSLYYGYKYEQSS-ANGIONKEIITKIES 
  Erp47(Sh-2-82)     ---GHSATFFSLKESEVNNFVKAMTEGGSFKTDEYYGYGKEQSNLDNGTSNKEIITKIEK 
  OspE(297)          TFAGYTATFFSLEESEVNNFIKAMTEGGSFKTSLYYGYKDEQSN-ANGIQNKEIITKIEK 
  OspE(N40)          ---GHSATFFSLEEEVVNNFVKVMTEGGSFKTSLYYGYKEEQSV-INGIQNKEIITKIEK 
 
 
  BlCRASP-3(MT-M8)   INGSQHITFLGDKIKG--S--PGSIAKYAIPLEEFKKNLK 
  ErpA(B31)          INDTEYITFLGDKINN--SAGGDKIAEYAISLEELKRNLK 
  ErpC(B31)          IDDFEYITFLGDKIKD--S--GDKVVEYAILLEDLKKNLK 
  ErpP(B31)          INGAEHIAFLGDKINNGVG--GDKTAEYAIPLEVLKKNLK 
  Erp47(Sh-2-82)     IDGTKYITFSGNKIKD--S--GDKVAEYAILLEDLKKNLK 
  OspE(297)          IGESEYITFLGD-----------KVAEYAISLEELKKNLK 
  OspE(N40)          IDGTEYITFSGDKIKN--S--GDKVAEYAISLEELKKNLK 
 
 
Abb.  3.12,  Homologievergleich  der  Aminosäuresequenz  verschiedener  Erp-Proteine m i t  
BlCRASP-3 (MT-M8). Für den Sequenzvergleich wurde die Jotun Hein-Methode mit dem Programm 
MegAlign  4.0 v e r w e n d e t .  D i e  S e q u e n z e n  d e r  P r o t e i n e  E r p A  ( S t a m m  B.  burgdorferi B 3 1 )                                  
(Nr. ABL86601), ErpC (Stamm B. burgdorferi B31) (Nr. ABL86591), ErpP (Stamm B. burgdorferi 
B31)  (Nr.  AAF07678),  Erp47  (Stamm  B.  burgdorferi S h -2-82)  (Nr.  AAN17918),  OspE ( S t a m m                    
B.  burgdorferi 2 9 7 )  ( N r .  A A C 3 4 9 5 3 )  u n d  O s p E  ( S t a m m  B.  burgdorferi N 4 0 )  ( N r .  A A A 2 2 9 5 9 )  





Abb.  3.13,  Phylogenetischer  Stammbaum  verschiedener  Erp-Proteine.  Der  Stammbaum  der 
aufgeführten Erp-Proteine wurde anhand des Homologievergleichs in Abb. 3.12 mit dem MegAlign 
4.0 Modul des Programms DNASTAR erstellt. 
 Ergebnisse 
80 
3.3.4 Herstellung eines GST-Fusionsproteins von BlCRASP-3 
Für die Generierung eines GST-tragenden BlCRASP-3-Fusionsproteins, wurden zunächst für 
die spezifische Amplifikation des BlCRASP-3 kodierenden Gens von B. lusitaniae MT-M8 
die  Oligonukleotide  BlCRASP-3  55(+)  BamHI  und  BlCRASP-3  3nc(-)  Xho  (s.  Material, 
Kapitel  2.1.8)  konstruiert.  Mit  diesen  wurde  das  in  den  pCR2.1  TOPO-Vektor  klonierte 
BlCRASP-3  kodierende  Gen  amplifiziert  (s.  Methoden,  Kapitel  2.2.2.1),  gereinigt  und 
anschließend  mit  den  Restriktionsenzymen  BamHI  und  XhoI  hydrolysiert  (s.  Methoden, 
Kapitel  2.2.2.5).  Als  Kontrolle  wurde  das  Amplifikat  vor  und  nach  der  Behandlung  mit 
Restriktionsendonukleasen im 2 % Agarosegel untersucht (s. Abb. 3.14). 
 
Abb. 3.14, Restriktionsanalyse des BlCRASP-3 kodierenden Gens vor und nach Restriktion mit 
BamHI und XhoI. Das BlCRASP-3 kodierende Gen wurde ausgehend von der in den Vektor pCR2.1 
TOPO  klonierten  Sequenz  mit  den  spezifischen  Oligonukleotiden  BlCRASP-3  55(+)  BamHI  und 
BlCRASP-3  3  nc(-)  Xho  mittels  PCR  amplifiziert,  mit  dem  Wizard  Plus  SV  Minipreps  DNA 
Purification  Kit g e r e i n i g t  u n d  5 0  µ l  d e s  A m p l i f i k a t s  m i t  j e  8 0  U  d e r  R e s t r i k t i o n s e n d o n u k l e a s e n  
BamHI und XhoI bei 37°C über Nacht inkubiert. Je 2 µl der PCR-Reaktion (Spur 2) und 5 µl des 
Restriktionsansatzes (Spur 3) wurden mittels Gelelektrophorese im 2 % Agarosegel analysiert. Als 
Größenstandard diente der 123 bp DNA-Marker (Fa. Invitrogen) (Spur 1), die Fragmentgrößen sind 
links angegeben. 
 
Das mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und XhoI behandelte DNA-Fragment wurde 
anschließend gereinigt, in den Expressionsvektor pGEX-6P-1 kloniert und nach Ligation in     
E.  coli  JM109  transformiert  (s.  Methoden,  Kapitel  2.2.2.2).  Nach  Selektion  der 
Transformanten auf LB-Selektivagar mit Ampicillin, wurden Übernachtkulturen angeimpft, 
die  Plasmide  isoliert  und  diese  mittels  Restriktionsanalyse  mit  den  Enzymen  BamHI  und 
XhoI auf inserierte DNA untersucht. Insert tragende Plasmide wurden sequenziert und die 
erhaltenen Sequenzen mit den ursprünglichen Sequenzen des BlCRASP-3-Gens verglichen, 
um  Mutationen  während  der  Umklonierung  auszuschließen.  Anschließend  wurde  das 
BlCRASP-3  Protein  in  E.  coli  JM109-Zellen  als  GST-Fusionsprotein  hergestellt, Ergebnisse 
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anschließend  aufgereinigt  und  aufkonzentriert  (s.  Methoden,  Kapitel  2.2.1.10).  Um  zu 
bestätigen, dass das an GST fusionierte BlCRASP-3-Protein die Fähigkeit besitzt, Faktor H zu 
binden, wurde eine Ligandenaffinitätsblotanalyse durchgeführt (s. Kapitel 3.4.1, Abb. 3.15). 
 
3.4 Charakterisierung des Bindungsverhaltens von BlCRASP-3 
3.4.1  Analyse  der  Interaktion  von  BlCRASP-3  mit  Proteinen  der  Faktor  H-
Proteinfamilie 
Im Folgenden sollte die Interaktion von BlCRASP-3 mit verschiedenen Proteinen der Faktor 
H-Familie untersucht werden. Hierzu wurde eine Ligandenaffinitätsblotanalyse mit NHS als 
Quelle für Faktor H, FHL-1 und FHR-1 durchgeführt. Dabei wurde das Bindungsverhalten 
von  BlCRASP-3  mit  dem  von  BbCRASP-1,  BbCRASP-2  und  BbCRASP-3  von                       
B. burgdorferi verglichen.  
 
Abb. 3.15, Bindung von Faktor H, FHL-1 und FHR-1 an verschiedene CRASP-Proteine. Die in 
der Abbildung aufgeführten GST-Fusionsproteine (500 ng) wurden in einem 10 % Tris/Tricin-SDS-
Gel u n t e r  r e d u z i e renden  Bedingungen e l e k t r o p h o r e t i s c h  a u f g e t r e n n t  u n d  a u f  eine 
Nitrocellulosemembran transferiert. Anschließend wurde eine Ligandenaffinitätsblotanalyse mit NHS 
als Quelle für Faktor H und Kulturüberständen von FHL-1 bzw. FHR-1 durchgeführt. Faktor H wurde 
mit dem monoklonalen anti-Faktor H-Antikörper IXF9 (Prodinger et al., 1998) detektiert, FHL-1 mit 
dem polyklonalen anti-SCR1-4 bzw. dem monoklonalen anti-Faktor H/FHL-1-Antikörper B22, sowie 
FHR-1  mit  dem  monoklonalen  anti-FHR-1-Antikörper  JHD  7.10.1.  Ein  Westernblot  mit  einem 
polyklonalen anti-GST-Antikörper erfolgte als Kontrolle. Links angegeben ist das Molekulargewicht 
des Proteingrößenstandards (Precision Plus Protein Standards, Fa. BioRad). 
 
Wie in Abb. 3.15 zu erkennen, war BlCRASP-3 in der Lage, Faktor H zu binden. Gleichzeitig 
war weder eine Bindung von FHL-1, noch von FHR-1 an BlCRASP-3 nachweisbar. Das 
BbCRASP-3-Protein war in der Lage, Faktor H und FHR-1 zu binden. BbCRASP-1 sowie 
BbCRASP-2 zeigten eine Interaktion mit Faktor H und FHL-1. Hierbei war die Bindung von Ergebnisse 
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FHL-1 an BbCRASP-1 nicht mit dem monoklonalen anti-SCR5-Antikörper B22 detektierbar, 
da BbCRASP-1 an die gleiche Domäne des Faktor H-Moleküls bindet wie B22 und so dessen 
Bindungsstelle blockiert. Die Bindung von FHL-1 wurde deshalb in diesem Fall mit einem 
polyklonalen  Antiserum  gegen  SCR1-4  detektiert.  Bei  der  Detektion  von  GST  und  NHS 
traten teilweise multiple, schwache Banden auf, die auf Degradierungsprodukte der in vitro 
instabilen CRASP-Fusionsproteine zurückzuführen sind.  
Um die Interaktion von Faktor H mit BlCRASP-3 detaillierter zu untersuchen, wurde ein 
ELISA  (s.  Methoden,  Kapitel  2.2.1.12)  durchgeführt.  Für  diese  semiquantitative  Methode 
wurde  BlCRASP-3,  sowie  BbCRASP-1,  BbCRASP-2  und  BbCRASP-3  auf  einer 
Mikrotiterplatte  immobilisiert  und  das  Bindungsverhalten  dieser  Proteine  an  gereinigtem 
Faktor H gemessen. 
 
Abb. 3.16, Bindungsverhalten von Faktor H an verschiedene CRASP-Proteine. Gereinigte GST-
Fusionsproteine (500 ng) wurden auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und die Bindung von Faktor 
H wurde mittels ELISA analysiert. Für die Detektion von Faktor H wurde ein polyklonaler anti-Faktor 
H-Antikörper  verwendet.  Die  Extinktionswerte  wurden  bei  490/560  nm  bestimmt.  BbCRASP-1, 
BbCRASP-2  und  BbCRASP-3  dienten  als  Vergleich  zu  BlCRASP-3,  GST  als  Negativkontrolle. 
Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Extinktionswerte von 3 parallelen Versuchsansätzen 
mit  der  entsprechenden  Standardabweichung.  Das  Experiment  wurde  an  3  verschiedenen  Tagen 
wiederholt und ähnliche Ergebnisse erzielt.  
 
Wie Abb. 3.16 zu entnehmen, bestätigt der ELISA, dass BlCRASP-3 ein Faktor H-bindendes 
Protein darstellt. BlCRASP-3 besaß im Verhältnis zu dem gleichzeitig untersuchten CRASP-
Protein  von  B.  burgdorferi  eine  Bindungsaffinität  von  ca.  40  %.  Demgegenüber  zeigte 
BbCRASP-3 eine Bindungsaffinität von ca. 78 % und BbCRASP-2 von ca. 84 %. Die zuvor 
mit BlCRASP-3 durchgeführten Ligandenaffinitätsblotanalysen (s. Abb. 3.15) hatten für die Ergebnisse 
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Faktor H-Bindung stets ein sehr schwaches Signal ergeben, im Vergleich mit den CRASP-
Proteinen von B. burgdorferi. Das mittels ELISA ermittelte Bindungsverhalten spiegelt diese 
Ergebnisse  wider  und  bestätigt,  dass  BlCRASP-3  an  Faktor  H  bindet,  jedoch  signifikant 
schwächer als die anderen untersuchten CRASP-Proteine. 
 
3.4.2 Untersuchung der Kofaktoraktivität von an gereinigtem BlCRASP-3 gebundenem 
Faktor H 
Die Analyse des Bindungsverhaltens mittels ELISA bestätigte, dass BlCRASP-3 Faktor H 
schwach  bindet.  In  weiterführenden  Experimenten  sollte  untersucht  werden,  ob  das  an 
BlCRASP-3  gebundene  Faktor  H-Molekül  Kofaktoraktivität  besitzt.  Hierzu  wurde  
BlCRASP-3  auf  einer  Mikrotiterplatte  immobilisiert  und  mit  Faktor  H  sowie,  nach 
gründlichem Waschen, mit Faktor I und C3b inkubiert (s. Methoden, Kapitel 2.2.1.13). Der 
Überstand  dieser  Reaktion  wurde  mittels  SDS-PAGE  aufgetrennt,  auf  eine 
Nitrocellulosemembran  transferiert  und  die  Spaltprodukte  von  C3b  mittels  Westernblot 
nachgewiesen. 
 
Abb. 3.17, Nachweis der Kofaktoraktivität von an gereinigtem BlCRASP-3 gebundenen Faktor 
H. BlCRASP-3 und BbCRASP-3 (500 ng) wurden auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und bei 
Zimmertemperatur 6 h mit 500 ng Faktor H inkubiert. Nach gründlichem Waschen wurden Faktor I 
und C3b im Überschuss hinzugegeben und 15 min. bei Zimmertemperatur inkubiert. Der Überstand 
der Reaktion wurde mittels SDS-PAGE im 12,5 % Laemmli-Gel unter reduzierenden Bedingungen 
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und die Spaltprodukte von C3b mit einem 
polyklonalen anti-C3-Antikörper detektiert. Als Positivkontrollen diente zum einen BbCRASP-3, zum 
anderen wurden Faktor H, Faktor I und C3b unter identischen Bedingungen inkubiert. GST diente als 
Negativkontrolle. Links gekennzeichnet sind die Spaltprodukte von C3b. 
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Wie in Abb. 3.17 dargestellt, sind bei BbCRASP-3 die typischen Fragmente von inaktiviertem 
C3b,  nämlich  die  α´-68  kD-,  α´-46  kD-  und  α´-43  kD-Bande,  zu  erkennen,  während  bei 
BlCRASP-3, ebenso wie bei GST nur die α´- und β-Ketten des Proteins nachweisbar waren. 
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass (1) Faktor H in einer Konfiguration an BlCRASP-3 
bindet,  bei  der  die  komplementregulatorischen  Domänen  blockiert  werden,  oder  (2)  dass 
aufgrund der schwachen Interaktion von BlCRASP-3 und Faktor H die Nachweisgrenze des 
Westernblots,  potentiell  entstandene  Spaltprodukte  zu  detektieren,  zu  gering  ist.  Die  mit 
gereinigtem BlCRASP-3 durchgeführten Untersuchungen bestätigen außerdem die Ergebnisse 
des Kofaktor-Assays mit ganzen B. lusitaniae Zellen (s. Kapitel 3.2.3). 
 
3.4.3 Lokalisierung der mit BlCRASP-3 interagierenden SCR-Domäne von Faktor H 
Alle Faktor H-bindenden Erp-orthologen Proteine von B. burgdorferi, BbCRASP-3, -4 und -
5, binden Faktor H im Bereich der C-terminalen SCR-Domänen 19-20 (Kraiczy et al., 2003). 
In dieser Bindungskonfiguration besitzt Faktor H Kofaktoraktivität. Dem gegenüber ist an 
BlCRASP-3 gebundener Faktor H nicht komplementregulatorisch aktiv (s. Kapitel 3.4.2). Da 
die  komplementregulatorische  Funktion  von  Faktor  H  in  den  N-terminalen  SCRs  1-4 
lokalisiert ist (Józsi und Zipfel, 2008), sollte untersucht werden, welche SCRs von Faktor H 
an  der  Bindung  von  BlCRASP-3  beteiligt  sind.  Dazu  wurde  eine 
Ligandenaffinitätsblotanalyse  von  BlCRASP-3  mit  verschiedenen  Deletionsmutanten  von 
Faktor H sowie FHL-1 und FHR-1 durchgeführt. 
Wie  in  Abb.  3.18  dargestellt,  war  für  BlCRASP-3  ausschließlich  eine  Bindung  der                 
C-terminalen  SCRs  von  Faktor  H  nachweisbar.  Es  erfolgte  weder  eine  Bindung  der              
N-terminalen SCR-Domänen 1-6, noch von FHL-1 oder FHR-1 an BlCRASP-3.  
 
Abb.  3.18,  Lokalisierung  der  Interaktionsdomäne  zwischen  BlCRASP-3  und  Faktor  H. 
Gereinigtes GST-BlCRASP-3 (500 ng) wurde in einem 10 % Tris/Tricin-SDS-Gel elektrophoretisch 
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Membranstreifen wurden anschließend 
mit verschiedenen Deletionsmutanten von Faktor H bzw. FHR-1, mit FHL-1 oder mit NHS inkubiert 
und mit dem anti-SCR1-4-Antikörper bzw. einem polyklonalen anti-Faktor H-Antikörper detektiert. 
Zusätzlich wurde GST-BlCRASP-3 mittels Westernblot durch einen anti-GST-Antikörper detektiert. 
Als Negativkontrollen dienten Membranstreifen, die nur mit den betreffenden Antikörpern inkubiert 
wurden.  Ergebnisse 
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3.4.4 Lokalisation von BlCRASP-3 auf der Zelloberfläche von B. lusitaniae 
Mittels  Serumadsorptionstest  konnte  gezeigt  werden,  dass  B.  lusitaniae-Stämme  Faktor  H 
sowie FHR-1 und FHR-2 binden können (s. Kapitel 3.2.2). Insbesondere bei B. lusitaniae 
MT-M8  konnte  mittels  Ligandenaffinitätsblotanalyse  ein  ca.  16  kD-Protein,  BlCRASP-3, 
nachgewiesen werden (s. Kapitel 3.2.1). Damit BlCRASP-3 in vivo mit Faktor H interagieren 
kann,  muss  es  auf  der  Zelloberfläche  der  Spirochäten  lokalisiert  sein.  Um  der  Frage 
nachzugehen,  ob  BlCRASP-3  ein  membranständiges  Protein  darstellt,  wurden  je  4  x  10
8 
Zellen  von  B.  lusitaniae M T -M8  mit  steigenden  Konzentrationen  von  Proteinase  K  bzw. 
Trypsin  inkubiert.  Die  proteolytische  Wirkung  der  Enzyme  wurde  indirekt  mittels 
Ligandenaffinitätsblotanalyse über die Bindung von Faktor H an BlCRASP-3 nachgewiesen 
(s. Abb. 3.19).  
Bereits  bei  der  geringsten  eingesetzten  Konzentration  von  2,5  µg/ml  der  unspezifischen 
Proteinase  K  konnte  keine  Bindung  von  Faktor  H  an  BlCRASP-3  detektiert  werden.  Im 
Gegensatz  dazu  zeigte  sich  BlCRASP-3  gegenüber  der  spezifischen  Protease  Trypsin  als 
resistent. Selbst bei der höchsten Konzentration von 20 µg/ml Trypsin blieb die Intensität des 
Signals  unverändert.  Gleichzeitig  wurde  mittels  Westernblot  das  in  der  Borrelienzelle 
periplasmatisch lokalisierte Flagellin detektiert. Die Unversehrtheit von Flagellin diente dem 
Nachweis, dass die Borrelienmembran während des Versuchs intakt geblieben war und weder 
Flagellin aus der Zelle noch die Proteasen in den periplasmatischen Raum gelangen konnten. 
Außerdem lässt sich zeigen, dass ähnliche Mengen an Zelllysaten aufgetragen wurden. Das 
Ergebnis dieses Versuchs lässt vermuten, dass BlCRASP-3 ein an der Borrelienoberfläche 
lokalisiertes Protein von B. lusitaniae darstellt.  
 
 
Abb. 3.19, Nachweis der Membranständigkeit des BlCRASP-3 Proteins von B. lusitaniae MT-
M8. 4 x 10
8 Zellen von B. lusitaniae MT-M8 wurden für 2 h bei 21°C mit steigenden Konzentrationen 
von Proteinase K oder Trypsin inkubiert. Nach Zugabe von Proteaseinhibitoren wurden die Borrelien 
mittels  Ultraschall  lysiert  und  die  Zelllysate  mittels  Tris/Tricin-SDS-PAGE s e p a r i e r t .  F ü r  d i e  
Ligandenaffinitätsblotanalyse  diente  NHS  als  Quelle  für  Faktor  H.  Die  Detektion  von  Faktor  H 
erfolgte mit einem polyklonalen anti-Faktor H-Antikörper und der Nachweis von Flagellin mit dem 
monoklonalen anti-Flagellin-Antikörper L41 1C11. Die Detektion von Flagellin erfolgte als Nachweis 
der  Unversehrtheit  der  Borrelienmembran  während  des  Versuchs  und  gleichzeitig  als 
Äquivalenzkontrolle der aufgetragenen Lysatmenge. Ergebnisse 
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3.5  Identifizierung  erp-orthologer  Gensequenzen  bei  verschiedenen               
B. lusitaniae-Isolaten 
3.5.1  Amplifikation  und  Identifikation  BlCRASP-3-orthologer  Gensequenzen  von              
B. lusitaniae 
Auf Grund der durchgeführten Studien konnte das Faktor H-bindende BlCRASP-3-Protein 
bei B. lusitaniae-Isolat MT-M8 nachgewiesen werden. Die Analyse der Gensequenz zeigte, 
dass es sich um ein erp-homologes Gen mit naher Verwandtschaft zu erpA (BbCRASP-5), 
erpC (BbCRASP-4) und erpP (BbCRASP-3) von B. burgdorferi B31 handelte (s. Kapitel 
3.3.3).  Nachfolgend  sollte  untersucht  werden,  ob  andere  B.  lusitaniae-Isolate  ebenfalls 
orthologe Gensequenzen besitzen. Um dieser Frage nachzugehen, wurde mit den spezifischen 
Oligonukleotiden für das BlCRASP-3 (MT-M8) kodierende Gen (s. Material, Kapitel 2.1.8) 
eine  PCR  mit  Ganzzelllysate  der  16  B.  lusitaniae-Stämme  durchgeführt.  Anschließend 
wurden die Reaktionen mittels 2 % Agarose-Gelelektrophorese analysiert.  
 
 
Abb. 3.20, Amplifikation orthologer Gensequenzen des BlCRASP-3 (MT-M8) kodierenden Gens 
bei verschiedenen B. lusitaniae-Isolaten mittels PCR. Als Ausgangsmaterial dienten Ganzzelllysate 
verschiedener  B.  lusitaniae-Isolate.  Die  Amplifikation  erfolgte  mittels  PCR  mit  den  Primern 
BlCRASP-3 ss (+) BamHI und BlCRASP-3 3 nc (-) Xho. Die Reaktionen wurden anschließend in 
einem 2 % Agarosegel aufgetrennt. Auf den beiden äußeren Spuren wurde der 123 bp DNA-Marker 
(Fa. Invitrogen) aufgetragen, die Fragmentgrößen sind links angegeben. 
 
Wie in Abb. 3.20 zu erkennen, lieferte die PCR von allen B. lusitaniae-Isolaten außer von den 
Stämmen MT-M3, MT-M8 und MT-W16 multiple Amplifikate. Bei den Stämmen MT-M3 
und  MT-W16  liessen  sich  zwei  DNA-Amplifikate  generieren.  Durch  Erhöhung  der 
Anlagerungstemperatur  von  50°C  auf  55°C  bzw.  60°C,  wurde  in  einer  erneuten  PCR 
versucht, die Spezifität der Reaktion zu erhöhen. Die Analyse der PCR ergab jedoch bei einer Ergebnisse 
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Anlagerungstemperatur von 55°C keine Veränderung im Bandenspektrum, während man bei 
einer Anlagerungstemperatur von 60°C keine Amplifikate erhielt. 
Um  die  Ursache  für  diese  unspezifische  Reaktion  zu  untersuchen,  wurden  die  PCR-
Amplifikate der Stämme MT-M3, RBU Pm2-N6 und RBU La5-L2 gereinigt, in den Vektor 
pCR2.1  TOPO  (s.  Material,  Kapitel  2.1.9)  kloniert  und  die  Ligationsreaktion  in  E.  coli 
TOP10-Zellen  transformiert  (s.  Methoden,  Kapitel  2.2.2.2).  Mehrere  Klone  wurden  über 
Blau/Weiß-Selektion  auf  Ampicillin-haltigen  Agarplatten  selektioniert,  vermehrt  und  die 
Plasmide isoliert. Diese wurden anschließend mittels Restriktionsanalyse auf inserierte DNA 
untersucht. Hierzu wurden die Plasmide mit dem Restriktionsenzym EcoRI hydrolysiert und 
die Reaktionen mittels 2 % Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Wie erwartet, enthielten 
die  untersuchten  Plasmide  Inserts  unterschiedlicher  Größe.  Plasmide  mit  inserierter  DNA 
verschiedener Länge wurden sequenziert.  
 
3.5.2 Analyse erp-orthologer Gensequenzen bei B. lusitaniae-Isolaten 
Mittels des in Abb. 3.21 dargestellten Sequenzvergleich konnte nachgewiesen werden, dass 
die Plasmide mit den ca. 600 bp-langen inserierten DNA-Fragmenten der Stämme MT-M3 
und RBU La5-L2 homologe Sequenzen zu BlCRASP-3 von MT-M8 aufwiesen.  
 
 BlCRASP-3(MT-M8)      MNKKMFIICALFVLISSCKTDESILSEQESLSKQDSLSKQDSLSKQGRSYTIKFSEFSVK 
 BlCRASP-3(MT-M3)      -----------FVLISGSKTDESSLSEQGGLSEQGGLSKQNSLSKQGRRYAIKISEFSVK 
 BlCRASP-3(RBU La5-L2) -----------FVLISGSKTDESSLSEQGGLSEQDSLSKYNSLSKYGRRYAIKISEFSVK 
 
 
 BlCRASP-3(MT-M8)      IKNKDSNNNSWKDLGTLLIKKEEGKEGLILVGLHNNYQGGGHSATFFLLEPSEVNNFLKA 
 BlCRASP-3(MT-M3)      IKNKDANS-SWKDLGTLLMQKEKGNEGLILVGLNNNYQGGGHNATFFLLEPSEINNFLKA 
 BlCRASP-3(RBU La5-L2) IKNKDANS-SWKDLGTLLMQKEEGKEGLILVGLVKDAVRGGHNATFELLEPSEINNFLKA 
 
 
 BlCRASP-3(MT-M8)      MTKGGSFETGMYYGYKDEESVRNGIKNKKIITKIEKINGSQHITFLGDKIKGSPGSIAKY 
 BlCRASP-3(MT-M3)      MIKGGSFKTGMYYGYRDEESVINGIKHKEIITKIETINGAQHITFSGDKIKDSRGRNAEY 
 BlCRASP-3(RBU La5-L2) MIKGGSFKTGMYYGYSDEESVINGIKHKEIITKIETINGSQHITFSGGKIKDSPNRTAEY 
 
 
 BlCRASP-3(MT-M8)      AIPLEEFKKNLK 
 BlCRASP-3(MT-M3)      AIPLEEFKKNLK 
 BlCRASP-3(RBU La5-L2) AIPLEEFKKNLKF 
 
Abb. 3.21,  Homologievergleich  der  Aminosäuresequenz  verschiedener BlCRASP-3-orthologer 
Proteine  von  B.  lusitaniae. F ü r  d e n  S e q u e n z v e r g l e i c h  w u r d e  d i e  J o t u n  H e i n -Methode  mit  dem 
Programm MegAlign 4.0 verwendet.  
 
Parallel  dazu  wurden  die  Plasmide,  die  die  800  bp-langen  DNA-Fragmente  enthielten 
sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wiesen deutliche Unterschiede zu dem BlCRASP-3 
kodierenden Gen auf, so dass ein Datenbankabgleich mit dem Basic Local Alignment Search 
Tool (BLAST) durchgeführt wurde. Interessanterweise ergab sich eine deutliche Zuordnung 
zur  erp-Genfamilie,  wobei  die  höchsten  Übereinstimmungen  der  abgeleiteten Ergebnisse 
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Aminosäuresequenz  für  B.  burgdorferi  ErpL  bzw.  ErpY  gefunden  wurde.  Die  Proteine 
wurden entsprechend der Homologie des betreffenden Erp-Proteins und dem B. lusitaniae-
Ursprungsstamm benannt und durchnummeriert. Somit steht z.B. die Bezeichnung ErpL/Y1 
(MT-M3) für die aus B. lusitaniae MT-M3 stammende DNA-Sequenz, welche für ein ErpL/Y 
homologes Protein kodiert. Ein Homologievergleich der erhaltenen Aminosäuresequenzen mit 
ErpL und ErpY von B. burgdorferi B31 wurde mit dem MegAlign 4.0 Modul des Programms 
DNASTAR durchgeführt (s. Abb. 3.22) und anhand dessen ein Stammbaum generiert (s. Abb. 
3.23).  
 ErpL(B31)            MNK-------------------KMKMFIICAVFALMISCKNYASGENLKN----SEQNLE 
 ErpY(B31)            MNK-------------------KIKMFIICAIFMLISSCKNDVTSKDLEG----AVKDLE 
 ErpL/Y1(MT-M3)       GSKTDESKEAKSLDNILDDIGLEVEKLVQADGAQEQAGNKAGGAGAGGGG----AGGAGA 
 ErpL/Y1(RBU Pm2-N6)  GSKTDESKEEKSLNNLLDDIGLEVEKLVQADEAPKQAGNKAGGAGAGAGGVPGAVGAVAA 
 ErpL/Y2(RBU Pm2-N6)  GSKTDESKKEESLENLLDDIGLEVGKLVQANEAQKQVGNKAAGAIAGAVA----VAGGAG 
 
 
 ErpL(B31)            SSEQNVKKTEQEIKK—-QVEGFLEILETKDLSK---L----DEKDTKEIEKQIQELKNKI 
 ErpY(B31)            SSEQNVKKTEQEIKK—-QVEGFLEILETKDLNT---L-------DTKEIEKQIQELKNKI 
 ErpL/Y1(MT-M3)       GAAGAGAGGAGGGGAGGGGDGAGGVPGAGGVPG---AGGAG---GADNIKERIEKLKKKI 
 ErpL/Y1(RBU Pm2-N6)  GGVGGAIAGAGAVPGAGAVPGAGAVPGGGAVAAGGVGGAAG---AVDNIKEKIEELKKKI 
 ErpL/Y2(RBU Pm2-N6)  AGAVAVAGGAGA--------GAVAVAGGAGAAG---G-------AVDNINKKIAELKAKI 
 
 
 ErpL(B31)            EKLDSKKTSIETYSEYEEKINKIKEKL-K----GKG----LEDKFKELEESLAKKKGERK 
 ErpY(B31)            EKLDSKKTSIETYSGYEEKINKIKEKL-K----GKG----LEDKLNELSESLKKKKEERK 
 ErpL/Y1(MT-M3)       NQANSQNTSIGKYRTYEEEVKKLRKEL-K----GNGNGGNNEKELKALDESLKTKKESRK 
 ErpL/Y1(RBU Pm2-N6)  EKVDPKNTSLGTYRKYEEEVKKLREAL-KKGNGNNGNGGNSEAELRALEESLKTKKESRK 
 ErpL/Y2(RBU Pm2-N6)  DKANSKKTSIGTYSTYEEEVKKIREELQK----GNENSGNSEKELKELEESLKIKKGARK 
 
 
 ErpL(B31)            KALQEAKQKFEEYKKQVDTSTGKTQGDRSKNRGGVGVQAWQCANELGLGVSYSN--GGSD 
 ErpY(B31)            KALQEAKKKFEEYKNQAESATGVTHGSQVQRQGGVGLQAWQCANSLGF-----K--NMTS 
 ErpL/Y1(MT-M3)       KSLEESKNKFEGFKRQVAAATGRTYGHRVQNQRPIGAQAALYAQQLGL-----NVKIDNN 
 ErpL/Y1(RBU Pm2-N6)  KELREFKKKFEGFKTQVDATTGVTDGHRVQNQRPIGAQALQYAKALGL-----NVNIDKD 
 ErpL/Y2(RBU Pm2-N6)  KELEDSKKKFEGFKTKVAAATGRTQGDQTRNSGQIGLQASQYAKALGL-----RIDTSKN 
 
 
 ErpL(B31)            NSNTDELANKVIDDSLKKIEEELKGIEE---DKKE 
 ErpY(B31)            GNNTSDMTNEVITNSLKKIEEELKNIGETVEGKKE 
 ErpL/Y1(MT-M3)       SNNTKELVNQVIDGALEKIAEELK----------E 
 ErpL/Y1(RBU Pm2-N6)  SNDTKKLVNQVIDGALKKIAEELK---------KE 
 ErpL/Y2(RBU Pm2-N6)  SSDTGKLVSHIIEEAIKKIEEELK---------KE 
 
 
Abb. 3.22, Homologievergleich der Aminosäuresequenz verschiedener Erp-orthologer Proteine 
von  B.  lusitaniae. F ü r  d e n  S e q u e n z v e r g l e i c h  w u r d e  d i e  J o t u n  H e i n -Methode  mit  dem  Programm 
MegAlign 4.0 verwendet. Die Aminosäuresequenz von ErpL (B31) diente als Referenzsequenz. Die 
Sequenzen der Vergleichsproteine ErpL (Stamm B. burgdorferi B31) (Nr.  NP 051372) und ErpY 
(Stamm B. burgdorferi B31) (Nr. NP 051288) wurden der Genbank entnommen.  
 
Aus dem Sequenzvergleich der unterschiedlichen DNA-Fragmente und den im Stammbaum 
dargestellten  Proteinverwandtschaften  nach  der  Jotun  Hein-Methode,  war  es  möglich,  die 
ErpL- bzw. ErpY-homologen Proteine in drei Gruppen einzuteilen. Dabei bildeten ErpL/Y1 
(RBU Pm2-N6) und ErpL/Y1 (RBU La5-L2), sowie ErpL/Y2 (RBU Pm2-N6) und ErpL/Y2 
(RBU La5-L2), welche jeweils miteinander zu 100 % identisch waren eine Gruppe. ErpL/Y1 Ergebnisse 
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(MT-M3) war mit den oben genannten Gruppen zu 71,1% bzw. 60,3 % identisch und bildete 
somit eine eigenständige Gruppe.  
 
 
Abb.  3.23,  Phylogenetischer  Stammbaum  verschiedener  ErpL/Y-orthologer  Proteine  von  B. 
lusitaniae. Der Stammbaum der aufgeführten Erp-Proteine wurde anhand des Homologievergleichs in 
Abb. 3.22 mit dem MegAlign 4.0 Modul des Programms DNASTAR erstellt. 
 
Zusammenfassend  kann  auf  Grund  dieser  Ergebnisse  festgestellt  werden,  dass  bei  dem 
portugiesischen  Isolat  MT-M3,  sowie  dem  süddeutschen  Isolat  RBU  La5-L2  homologe 
Sequenzen zu dem BlCRASP-3 kodierenden Gen von MT-M8 nachgewiesen werden konnten. 
Gleichzeitig wurden innerhalb der süddeutschen Isolate RBU Pm2-N6 und RBU La5-L2 zwei 
erpL- bzw. erpY-homologe Sequenzen identifiziert, welche sich interessanterweise aufgrund 
ihrer Homologie mit den gleichen Oligonukleotiden amplifizieren ließen. Das portugiesische 
Isolat MT-M3 besaß eine zusätzliche erpL/Y-homologe Gensequenz, welche sich von denen 
der süddeutschen Isolate unterschied.  
 
3.6  Identifizierung  BlCRASP-3-orthologer  Gensequenzen  innerhalb  der 
Genospezies B. lusitaniae 
3.6.1 Genotypische Analyse des Plasmidprofils von B. lusitaniae-Isolaten 
Die Lyme-Borrelien können neben dem linearen Chromosom bis zu 24 verschiedene lineare 
(lp) oder zirkuläre (cp) Plasmide enthalten. Insgesamt zeigt sich eine deutliche Heterogenität 
in der Anzahl und Größe von Plasmiden zwischen den einzelnen Genospezies, aber auch 
zwischen den einzelnen Isolaten. Daher stellte sich grundsätzlich die Frage, wie ausgeprägt 
die Heterogenität der Plasmidmuster der einzelnen B. lusitaniae-Isolate ist.  
Für die Analyse des Plasmidprofils von B. lusitaniae wurde die extrachromosomale DNA von 
16 B. lusitaniae-Isolaten sowie von B. burgdorferi B31, B. afzelii FEM1-D15 und B. garinii 
G1 isoliert (s. Methoden, Kapitel 2.2.3.8) und anschließend mittels Pulsfeldgelelektrophorese 
(s.  Methoden,  Kapitel  2.2.2.7)  im  1  %  Agarosegel  aufgetrennt  (s.  Abb.  3.24).  Die Ergebnisse 
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Plasmidgrößen wurden mit Hilfe des Programms Quantity One 4.0 ermittelt und sind in Tab. 
3.1 dargestellt. 
 
Abb.  3.24,  Analyse  des  Plasmidprofils  von  B.  lusitaniae. D i e  e x t r a c h r o m o s o m a l e  D N A  
verschiedener B. lusitaniae-Stämme sowie der Vergleichsstämme B. burgdorferi B31-e2, B. afzelii 
FEM1-D15 und B. garinii G1, wurde isoliert und 200 ng DNA in einem 1 % Agarosegel mittels PFGE 
separiert. Links angegeben sind die Größen des Midrange PFGE-MarkerI (Fa. New England Biolabs). 
 
Die verschiedenen B. lusitaniae-Isolate wiesen ein sehr heterogenes Plasmidmuster mit nur 
wenigen Gemeinsamkeiten auf. Plasmide mit einer ungefähren Größe von ca. 60-61 kb kamen 
bei allen B. lusitaniae-Isolaten vor sowie mit 15-19 kb relativ kleine Plasmide. Plasmide mit 
einer Größe von ca. 32 kb, lagen bei den Isolaten MT-M8, MT-W4, MT-W17, RBU Pm2-N6, 
HHS  La1-L3,  ZWU3-N4,  IP-N1  und  ZWS-W1  vor.  Deutliche  Ähnlichkeiten  bezüglich 
mehrerer Plasmide zeigten nur die 3 süddeutschen Isolate RBU Pm2-N6, RBU La5-L2 und 
HHS  La1-L3.  Gleichzeitig  waren  keine  Ähnlichkeiten  mit  den  Vergleichsstämmen                
B. burgdorferi B31, B. afzelii Fem1-D15 und B. garinii G1 festzustellen. Bei B. burgdorferi 
B31 konnten bei dieser Untersuchung Plasmide nachgewiesen werden, welche in ihrer Größe 





Genospezies  Stamm  Plasmidgrößen [kb] 
B. lusitaniae  SDA-N1  60, 46, 26, 24, 16 
  MT-M3  60, 29, 27, 22, 15 
  MT-M5  66, 61, 25, 18 
  MT-M7  66, 61, 26, 24, 18 
  MT-M8  61, 30, 25, 22, 17 
  MT-W4  61, 56, 31, 26, 17 
  MT-W16  61, 56, 25, 23, 17 
  MT-W17  62, 47, 30, 28, 26, 17 
  RBU Pm2-N6  62, 60, 39, 31, 26, 19 
  RBU La5-L2  62, 60, 38, 26, 17 
  HHS La1-L3  61, 60, 38, 31, 25, 20, 16 
  BBWS2-W2  61, 45, 35, 26, 21, 17 
  ZWU3-N4  61, 46, 30, 24, 16 
  ZWS-W1  61, 44, 34, 31, 26, 20, 17 
  IP-N1  61, 44, 31, 30, 17 
  PoHL1  60, 55, 24, 22, 16 
B. burgdorferi  B31-e2  49, 30, 28, 16 
B. afzelii  FEM1-D15  53, 29, 26, 23, 22 
B. garinii  G1  56, 38, 30, 19 
 
Tab.  3.1,  Ermittelte  Plasmidgrößen v e r s c h i e d e n e r  B.  lusitaniae-Isolate.  Angegeben  sind  die 
mittels Quantity One 4.0 ermittelten Plasmidgrößen. Plasmide, die bei der Southern Blot-Analyse ein 
positives Signal für erp-homologe Sequenzen lieferten, sind fett hervorgehoben.  
 
3.6.2 Lokalisierung erp-homologer Gensequenzen auf den Plasmiden von B. lusitaniae 
mittels Southern Blot-Analyse 
Die mono- bzw. bicistronischen erp-Loci der gut untersuchten B. burgdorferi-Stämme B31, 
N40, Sh-2-82 und 297 wurden auf den multiplen zirkulären als cp32 bezeichneten Plasmiden 
lokalisiert (Stevenson et al., 2006). Inwieweit sich erp-homologe Sequenzen, insbesondere 
orthologe BlCRASP-3 kodierende Gene im Genom von B. lusitaniae lokalisieren lassen, war 
Gegenstand weiterer Untersuchungen. Aus diesem Grund wurde eine Southern Blot-Analyse 
(s. Methoden, Kapitel 2.2.2.8) durchgeführt. Als Sonde diente die BlCRASP-3 kodierende 
Gensequenz  von  MT-M8.  Mit  Hilfe  der  spezifischen  Oligonukleotide  BlCRASP-3  55(+) 
BamHI und BlCRASP-3 3nc(-) Xho wurde das in den pCR2.1 TOPO-Vektor klonierte Gen 
amplifiziert  und  anschließend  gereinigt  und  enzymatisch  markiert.  Nach  erfolgter 
Hybridisierung und Detektion zeigten sich multiple Signale bei allen B. lusitaniae-Stämmen, 
außer  MT-M3,  MT-M5,  MT-W16,  ZWU3-N4  und  IP-N1,  bei  welchen  nur  ein  einzelnes 
Signal nachweisbar war. Signale, welche eindeutig bestimmten Plasmiden zugeordnet werden 
konnten, wurden in Tab. 3.1 markiert. Wie vermutet, konnten bei allen Isolaten erp-homologe 
Gensequenzen  detektiert  werden.  Diese  waren,  dem  heterogenen  Plasmidmuster  von                  
B.  lusitaniae  entsprechend  (s.  Kapitel  3.6.1),  auf  verschiedenen  Plasmiden  lokalisiert. 
Ähnliche Hybridisierungsmuster zeigten die 3 süddeutschen Isolate RBU Pm2-N6, RBU La5-Ergebnisse 
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L2 und HHS La1-L3, sowie die ebenfalls süddeutschen Zeckenisolate BBWS2-W2 und ZWS-
W1  und  die  portugiesischen  Zeckenisolate  MT-M8  und  MT-W4.  Bei  den  Genospezies              
B. burgdorferi, B. afzelii und B. garinii war keine Hybridisierung der BlCRASP-3 Sonde mit 
DNA-Abschnitten nachweisbar, obwohl das BlCRASP-3 kodierende Gen zu ca. 61 % mit 
ErpA, ErpC und ErpP von B. burgdorferi B31 identisch ist (s. Kapitel 3.3.3). Dies erklärt sich 
aufgrund der stringenten Bedingungen bei Durchführung des Southern Blot.  
Der  Nachweis  von  homologen  Sequenzen  auf  unterschiedlichen  Plasmiden  des  gleichen              
B. lusitaniae Stammes erklärt, dass bei der PCR mit den gleichen Oligonukleotiden multiple, 
teilweise nicht scharf abgrenzbare Banden nachweisbar waren. Bei dem Isolat MT-M8, bei 
welchem nach PCR nur ein Amplifikat entstanden war, konnten anhand der Southern Blot-
Analyse zwei Plasmide mit erp-homologen Sequenzen nachgewiesen werden. 
 
 
Abb. 3.25, Nachweis erp-homologer Gensequenzen bei B. lusitaniae. Die extrachromosomale DNA 
verschiedener  B.  lusitaniae-Stämme  wurde  isoliert  und  die  Plasmide  (200  ng)  in  einem  1  % 
Agarosegel mittels PFGE separiert. Die DNA wurde mittels Vakuumtransfer auf eine Nylonmembran 
überführt. Als Sonde für erp-homologe Sequenzen diente die BlCRASP-3 kodierende Gensequenz von 
B. lusitaniae MT-M8. Die Hybridisierung erfolgte bei 42°C über Nacht. Nach stringentem Waschen 
mit Harnstoff-haltigem Waschpuffer (6 M) erfolgte die Detektion des ECL-Films nach 24 h. 
 
Als Kontrolle erfolgte außerdem die Detektion des ospA-Gens mittels Southern Blot-Analyse. 
Da es nicht gelang, mit den Oligonukleotiden OspA1 und OspA2 (s. Material, Kapitel 2.1.8) 
das ospA-Gen von B. lusitaniae MT-M8 mittels PCR zu amplifizieren, wurde als Sonde die 
ospA-Gensequenz von B. burgdorferi B31-e2 verwendet. Nach Hybridisierung mit der ospA-
Sonde konnte bei allen Borrelienisolaten ein schwaches Signal auf einem Plasmid von ca.           
60  kb  detektiert  werden.  Verglichen  mit  den  bekannten  Genloci  des  ospA-Gens  bei                 
B. burgdorferi (lp54; 54 kb Plasmid), B. afzelii (lp54; 56 kb Plasmid) und B. garinii (lp54; 60 Ergebnisse 
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kb Plasmid) zeigt sich eine deutliche Kongruenz bezüglich der Lokalisation des ospA-Gens 
von B. lusitaniae auf einem Plasmid ähnlicher Größe (ca. 60 kb). Das schwache Signal bei der 
Detektion der ospA-Sequenz bei den B. lusitaniae-Isolaten im Vergleich zum Kontrollstamm 
B31  erklärt  sich  durch  die  Spezifität  der  Sonde  von  B.  burgdorferi  B31  und  den  damit 




B. lusitaniae wurde im Jahr 1977 durch Ann le Fleche et al. (Le Fleche et al., 1997) erstmals 
als eigenständige Genospezies innerhalb des B. burgdorferi s.l.-Komplexes beschrieben. Sie 
ist  die  überwiegende  Borrelienspezies  in  infizierten  Zecken  im  Mittelmeerraum  und  die 
einzige in Portugal und Nordafrika nachgewiesene Art. Seit der Isolierung der Spirochäten 
aus zwei portugiesischen Patientinnen mit Symptomen der Lyme-Borreliose (da Franca et al., 
2005;  de  Carvalho  et  al.,  2008),  ist  zu  vermuten,  dass  B.  lusitaniae  humanpathogenes 
Potential besitzt. 
 
4.1 Vergleichende Analyse des Proteinmusters von B. lusitaniae 
Frühere  Analysen  des  Proteinmusters  verschiedener  Lyme-Borrelien-Genospezies  ergaben, 
dass  die  Proteine  Hsp60  und  Flagellin  bei  den  drei  humanpathogenen  Genospezies                  
B.  burgdorferi,  B.  afzelii  und  B.  garinii  hoch  konserviert  sind  und  sich  in  ihrem 
Molekulargewicht kaum unterschieden. Außerdem zeigten B. burgdorferi-Stämme ein sehr 
homogenes  Expressionsmuster  der  variableren  Proteine  OspA,  OspB  und  OspC,  während 
verschiedene B. garinii- und B. afzelii-Isolate ein eher heterogenes Proteinmuster aufwiesen 
(Busch et al., 1997; Kraiczy, 2004). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Analyse mit 
16 B. lusitaniae-Isolaten, welche aus verschiedenen Regionen Portugals und Süddeutschlands 
stammten,  wiesen  neben  den  konservierten  Proteinen  Hsp60  und  Flagellin  ein  sehr 
homogenes  Proteinmuster  auf  (s.  Ergebnisse,  Abb.  3.1).  Dabei  war  eine  Unterscheidung 
bezüglich der geographischen Herkunft der untersuchten B. lusitaniae-Isolate nicht möglich. 
Eine deutliche Variabilität zeigte als einziges Isolat SDA-N1, welches gleichzeitig das einzige 
untersuchte Isolat der Region Serra da Arrábida in Portugal darstellte. Dagegen zeigten sich 
weder  zwischen  den  verschiedenen  süddeutschen  Isolaten  merkliche  Unterschieden,  noch 
zwischen denen süddeutscher Herkunft und denen der Region Tapada Nacional de Mafra in 
Portugal. Die Oberflächenproteine OspA und OspC von B. lusitaniae differierten dagegen 




4.2  Vergleichende  Untersuchungen  zur  Serumempfindlichkeit  von                
B. lusitaniae 
4.2.1  Untersuchung  der  Serumempfindlichkeit  von  B.  lusitaniae  mittels 
Serumbakterizidietest  und  Nachweis  aktivierter  Komplementkomponenten  auf  der 
Zelloberfläche 
Serumresistenz, also die Fähigkeit, der bakteriziden Wirkung von Komplement zu entgehen, 
ist  bei  verschiedenen  humanpathogenen  Mikroorganismen  verbreitet.  Sie  wurde  unter 
anderem für die Bakterienspezies Escherichia coli, Helicobacter pylori und für Streptokokken 
beschrieben, ebenso für Viren (z.B. HIV-1, West-Nil-Virus), Pilze (z.B. Candida albicans, 
Aspergillus) und Parasiten (z.B. Echinococcus spp., Schistosomen) (Bernet et al., 2003; Deng 
et  al.,  2003;  Diaz  et  al.,  1997;  Jarva  et  al.,  2003;  Meri  et  al.,  2002a;  Meri  et  al.,  2004; 
Rautemaa et al., 1998; Rautemaa et al., 2001; Vogl et al., 2008).  
Auch  Vertreter  der  Gattung  Borrelia  besitzen  Mechanismen,  welche  ihnen  einen 
serumresistenten Phänotyp verleihen. Bereits im Jahr 1988 beschrieben S. M. Kochi und R. C. 
Johnson, dass sich B. burgdorferi gegenüber der bakteriziden Wirkung von NHS resistent 
verhielt  (Kochi  und  Johnson,  1988).  Erste  Erkenntnisse  über  Unterschiede  in  der 
Empfindlichkeit gegenüber NHS innerhalb der Genospezies B. burgdorferi veröffentlichten 
im Jahr 1992 Brade und Mitarbeiter (Brade et al., 1992). Seither wurden zahlreiche Isolate der 
vier  humanpathogenen  Lyme-Borrelienspezies  B.  burgdorferi,  B.  afzelii,  B.  garinii  und           
B.  spielmanii  bezüglich  ihrer  Eigenschaft,  Komplement  zu  aktivieren  und  ihrer 
Serumresistenz charakterisiert.  
Isolate  der  Spezies  B.  afzelii  und  B.  spielmanii  wurden  als  überwiegend  serumresistent 
klassifiziert,  B.  burgdorferi-Isolate  als  überwiegend  intermediär-resistent.  Ausschließlich           
B.  garinii-Isolate  zeigten  einen  serumsensiblen  Phänotyp  (Alitalo  et  al.,  2001;  Breitner-
Ruddock et al., 1997; Herzberger et al., 2007; Kraiczy et al., 2000; van Dam et al., 1997). 
Gemeinsam war allen Genospezies, dass innerhalb der Art stets eine Heterogenität bezüglich 
der  Serumresistenz  nachweisbar  war,  wobei  ausschließlich  die  Kombinationen  aus 
serumresistenten und intermediär-resistenten Isolaten bzw. serumsensiblen und intermediär-
resistenten Isolaten auftraten.  
Im  Rahmen  dieser  Studie  erfolgten  die  Untersuchungen  zur  Serumempfindlichkeit  von              
B.  lusitaniae  an  insgesamt  16  Isolaten.  Hierunter  befanden  sich  7  Zeckenisolate  aus 
Süddeutschland  und  8  Zeckenisolate  sowie  ein  humanes  Hautisolat  aus  Portugal.  Die 
Klassifizierung  der  potentiell  humanpathogenen  Genospezies  B.  lusitaniae  bezüglich  der Diskussion 
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Serumresistenz erfolgte zunächst mittels eines Serumbakterizidietests. Anschließend wurden 
zur  Bestätigung  der  Ergebnisse  ein  indirekter  Immunfluoreszenztest  mit  Nachweis  der 
Ablagerung aktivierter Komplementkomponenten C3, C6 und C5b-9 auf der Zelloberfläche 
durchgeführt.  
 
Anhand  des  Serumbakterizidietests  konnten  15  B.  lusitaniae-Isolate  eindeutig  als 
serumsensibel klassifiziert werden. Nur das süddeutsche Zeckenisolat IP-N1 wurde auf Grund 
seines  Wachstumsverhaltens  als  intermediär-serumresistent  eingestuft  (s.  Ergebnisse,  Abb. 
3.2). Es ist zu erwähnen, dass sich alle B. lusitaniae-Isolate anfänglich in Kultur sehr langsam 
vermehrten. Es wurde beschrieben, dass der Serumbakterizidietest für langsam wachsende 
Borrelienstämme eine geringe Aussagekraft besitzt (Kraiczy et al., 2000). Nach Adaptation an 
das  Kulturmedium  zeigten  die  Spirochäten  jedoch  zunehmend  kürzere  Generationszeiten, 
weshalb  anhand  nachfolgender  Untersuchungen  die  Einteilung  von  B.  lusitaniae  als 
überwiegend  serumsensible  Genospezies  nochmals  bestätigt  werden  konnte.  Die 
Klassifizierung  der  B.  lusitaniae-Isolate  bezüglich  der  Serumempfindlichkeit  wurde  im 
Weiteren nochmals mittels indirektem Immunfluoreszenztest verifiziert. Dies erfolgte durch 
den  Nachweis  aktivierter  Komplementkomponenten  (C3,  C6  und  C5b-9  (terminaler 
Membranangriffskomplex))  auf  der  Zelloberfläche  der  Spirochäten.  Alle  untersuchten                
B.  lusitaniae-Isolaten  zeigten  eine  gleichmäßige  Fluoreszenz,  was  auf  eine  homogene 
Ablagerungen  von  Komplementkomponenten  aller  drei  Aktivierungsstufen  schließen  lässt           
(s. Ergebnisse, Abb. 3.4). Zusätzlich traten mit Komplement beladene Zellen ohne DNA auf. 
Dieses Phänomen wurde bereits bei serumsensitiven Zellen der Genospezies B. spielmanii 
und B. garinii nach Inkubation mit NHS beobachtet. (Herzberger et al., 2007) Diese stellen 
sog. „cell ghosts“ - leere Zellhüllen dar, die durch die Einwirkung on Komplement entstehen.  
Auch das Isolat IP-N1, welches im Serumbakterizidietest ein intermediär serumresistentes 
Wachstumsverhalten  gezeigt  hatte,  war  mittels  Nachweis  von  C3,  C6  und  C5b-9  auf  der 
Zelloberfläche eindeutig als serumsensibel zu werten. Die Ursache für die unterschiedlichen 
Ergebnisse der beiden Experimente ist derzeit nicht zu erklären.  
Nach  Inkubation  der  B.  lusitaniae-Zellen  mit  NHS  kam  es  zusätzlich  zu  einem 
Motilitätsverlust der Spirochäten sowie zur Bildung sog. Blebs, Zellausstülpungen, welche 
kondensierte DNA enthalten. Dies war sowohl bereits in der Nativmikroskopie vor Fixierung 
der Zellen, als auch nach Fixierung mittels DAPI- und Immunfärbung zu erkennen. Eine 
Abnahme der Motilität, sowie die Bildung von Blebs unter Einwirkung von Komplement 
wurde  bereits  in  der  Literatur  als  Korrelate  des  Absterbens  der  Borrelien  beschrieben Diskussion 
97 
(Barbour  und  Hayes,  1986;  van  Dam  et  al.,  1997)  und  stand  unter  den  gegebenen 
Testbedingungen im Einklang mit der Klassifizierung von B. lusitaniae als serumsensible 
Genospezies.  
 
4.2.2 Grundlegende Studien zur Komplementaktivierung von B. lusitaniae 
Bereits Kochi und Johnson untersuchten 1988 die Aktivierung des Komplementsystems durch 
B.  burgdorferi-Stamm  297  (Kochi  und  Johnson,  1988)  und  weitere  Untersuchungen  mit 
anderen Borrelienstämmen folgten. Dabei vermuteten Breitner-Ruddock und Mitarbeiter, dass 
die damals bekannten humanpathogenen Genospezies B. burgdorferi, B. afzelii und B. garinii 
in  der  Lage  sind,  den  klassischen  Weg  in  Abwesenheit  von  Antikörpern  zu  aktivieren, 
während  nur  die  serumsensible  Genospezies  B.  garinii  das  Komplementsystem  über  den 
alternativen  Weg  aktiviert  (Breitner-Ruddock  et  al.,  1997).  Van  Dam  et  al.  beschrieben 
dagegen eine Aktivierung beider Wege durch B. burgdorferi, B. afzelii und B. garinii (van 
Dam  et  al.,  1997).  Inwieweit  der  Lektin-Weg  durch  Borrelien  aktiviert  wird,  ist  bisher 
ungeklärt. 
Die Aktivierung des Komplementsystems von B. lusitaniae wurde in dieser Arbeit anhand 
eines Opsonisierungstests untersucht, indem nach Inkubation der Borrelienzellen mit NHS 
bzw.  NHS-EGTA  oder  NHS-EDTA  C3-Spaltprodukte  analysiert  wurden.  Nach 
Opsonisierung  der  serumsensiblen  Genospezies  B.  lusitaniae  in  antikörperfreiem  NHS,  in 
welchem der klassische Weg und der alternative Weg aktiv waren, konnten die 68 kD α´1-
Kette sowie die 43 kD α´2-Kette nachgewiesen werden. Die α´1-Kette und die α´2-Kette, als 
Bestandteile von iC3b, zeigten somit eine Aktivierung des C3-Moleküls an (Law und Reid, 
1995).  Wurden  B.  lusitaniae-Zellen  in  NHS-EGTA  inkubiert,  kam  es  ebenfalls  zur 
Aktivierung von C3 mit Nachweis der α´1-Kette und α´2-Kette von iC3b. Da EGTA den 
klassischen Weg inhibiert, spricht dieses Ergebnis dafür, dass B. lusitaniae vornehmlich den 
alternativen Weg aktiviert (s. Ergebnisse, Abb. 3.5). Wie erwartet trat bei Inkubation von              
B.  lusitaniae  in  mit  EDTA  vorbehandeltem  NHS  keine  Aktivierung  auf,  da  EDTA  die 
Komplementkaskade sowohl über den klassischen, als auch den alternativen Weg inhibiert. 
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4.3 Analyse der Interaktion von B. lusitaniae mit Faktor H 
4.3.1 Identifikation Faktor H-bindender Proteine bei B. lusitaniae 
Der  Mechanismus  der  Rekrutierung  löslicher  Komplementregulatoren  zur  Umgehung  der 
Komplementaktivierung  im  Wirt  ist  bei  Mikroorganismen  weit  verbreitet.  Verschiedene 
humanpathogene Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten sind in der Lage, v. a. Faktor H und 
FHL-1, aber auch C4BP zu binden. Es ist bereits gelungen, eine Vielzahl an Proteinen und 
anderen Oberflächenstrukturen zu identifizieren, welche diese Bindung vermitteln. Hier seien 
im  Folgenden  einige  Beispiele  genannt.  Innerhalb  der  Gattung  Streptococcus  binden  das         
M-Protein von Streptococcus pyogenes, das Bac-Protein der Gruppe B-Streptokokken und das 
Hic-Protein von Streptococcus pneumoniae Faktor H und FHL-1. Das mit Hic Homologien 
aufweisende YadA-Protein von Yersinia enterocolica bindet Faktor H, ebenso wie das Tuf-
Protein von Pseudomonas aeruginosa, die Glykoproteine gp41 und gp120 des HI-Virus 1, das 
NS1-Protein  des  West-Nil-Virus  und  die  Proteine  CRASP-1  und  Gpm1p  von  Candida 
albicans.  Bei  Neisseria  gonorrhoe  konnte  eine  Bindung  von  Faktor  H  und  FHL-1  durch 
Lipooligosaccharide (LOS) der Zellmembran sowie durch das Por1A-Protein nachgewiesen 
werden, während die Parasiten Echinococcus  granulosus und Onchocerca volvulus Faktor H 
ebenfalls  über  Oberflächenbestandteile  akquirieren  (Areschoug  et  al.,  2002;  China  et  al., 
1993; Chung et al., 2006; Irigoín et al., 2008; Janulczyk et al., 2000; Johnsson et al., 1998; 
Kunert et al., 2007; Meri et al., 2002a, 2002b, 2004; Pintér et al., 1995; Poltermann et al., 
2007; Ram et al., 1998a, 1998c; Stoiber et al., 1997). 
Im Jahr 2001 identifizierten Kraiczy et al. bei B. afzelii die ersten zwei Proteine, welche die 
löslichen Komplementregulatoren des alternativen Weges, Faktor H und FHL-1, binden und 
als Complement Regulator-acquiring surface protein-1 und -2 (CRASP-1 und -2) bezeichnet 
wurden (Kraiczy et al., 2001c). In den darauffolgenden Jahren wurden auch bei B. burgdorferi 
und  B.  spielmanii  orthologe  CRASP-Proteine  identifiziert  und  charakterisiert,  sowie  drei 
weitere  CRASP-Proteine,  CRASP-3,  -4  und  -5  (bzw.  ErpP,  ErpC  und  ErpA)  von                    
B. burgdorferi und B. afzelii, welche zur Erp-Proteinfamilie gehören. Die Expression von 
CRASP-1 und CRASP-2 führt bei Borrelien zu einem serumresistenten Phänotyp und wird 
mit einer erhöhten Erregervirulenz in Verbindung gebracht (Alitalo et al., 2004; Brooks et al., 
2006; Herzberger et al., 2007; Kraiczy et al., 2001a, 2004; Siegel et al., 2008). 
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurden  B.  lusitaniae-Isolate  zunächst  mittels 
Ligandenaffinitätsblotanalyse auf das Vorhandensein potentiell Faktor H-bindender Proteine 
untersucht. Hierbei konnte bei dem Isolat MT-M8 nach vergleichsweise längerer Detektion Diskussion 
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ein  potentiell  Faktor  H-bindendes  Protein  mit  einem  Molekulargewicht  von  ca.  16  kD 
nachgewiesen  werden  (s.  Ergebnisse,  Abb.  3.6).  Die  lange  Detektionszeit  erklärt  die 
zusätzlichen  unspezifischen  Signale,  welche  bei  allen  untersuchten  Isolaten,  auch  den 
Vergleichsstämmen der Genospezies B. burgdorferi und B. garinii aufgetreten waren. Bei     
B. burgdorferi LW2 konnten die Faktor H-bindenden Proteine BbCRASP-1, BbCRASP-3 und 
BbCRASP-5  identifiziert  werden.  In  der  Literatur  sind  zusätzlich  zwei  weitere  Faktor  H-
bindende  Proteine,  BbCRASP-2  und  BbCRASP-4,  bei  B.  burgdorferi  LW2  beschrieben. 
Diese  beiden  Proteine  binden  Faktor  H  im  Vergleich  mit  BbCRASP-1,  -3  und  -5  relativ 
schwach und werden von in Kultur gehaltenen Borrelien nur in geringen Mengen synthetisiert 
(Haupt  et  al.,  2007;  Kraiczy  et  al.,  2001a,  2002).  Sie  konnten  daher  mittels 
Ligandenaffinitätsblotanalyse im Ganzzelllysat nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es ist 
möglich, dass auch B. lusitaniae, außer dem identifizierten 16 kD-Protein von Isolat MT-M8, 
weitere Faktor H-bindende Proteine besitzt, welche aufgrund einer sehr schwachen Bindung 
von Faktor H nicht nachweisbar waren. Das Ergebnis, dass B. garinii G1 keine Faktor H-
bindenden Proteine besitzt, steht im Einklang mit früheren Untersuchungen (Kraiczy et al., 
2001b; Siegel et al., 2008).  
 
4.3.2 Analyse der an B. lusitaniae gebundenen Proteine der Faktor H-Proteinfamilie 
CRASP-Proteine  verschiedener  Borreliengenospezies  können  neben  den  humanen 
Komplementregulatoren Faktor H und FHL-1 weitere Proteine der Faktor H-Familie binden. 
Haupt et al. beschrieben die Bindung von FHR-1, dessen  C-terminale SCRs 3, 4 und 5 zu  
100 %, 100 % bzw. 97 % den C-terminalen SCRs 18, 19 und 20 von Faktor H entsprechen, an 
B. burgdorferi LW2 BbCRASP-3, -4 und -5 (Haupt et al., 2007).  
Auch für andere Mikroorganismen wurde eine Bindung von Proteinen der Faktor H-Familie 
beschrieben,  unter  anderem  die  Bindung  von  FHR-1  durch  Aspergillus  fumigatus, 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa und Borrelia hermsii und die Bindung von 
FHR-3 durch das M-Protein von Streptococcus pyogenes (Behnsen et al., 2008; Haupt et al., 
2008; Kotarsky et al., 1998; Kunert et al., 2007; Rossmann et al., 2007). 
Um die Bindung von Proteinen der Faktor H-Familie an B. lusitaniae zu analysieren, wurde 
ein  Serumadsorptionstest  durchgeführt.  Diese  Methode  erlaubt  die  zusätzliche 
Differenzierung  der  verschiedenen  Mitglieder  der  Faktor  H-Proteinfamilie.  Somit  konnte 
gezeigt werden, dass alle B. lusitaniae-Isolate in der Lage waren, Faktor H zu binden. Diese 
Bindung scheint jedoch sehr schwach ausgeprägt zu sein, da die Ligandenaffinitätsblotanalyse 
keine  deutlichen  Signale  lieferte  (s.  Kapitel  4.3.1).  Zusätzlich  ließ  sich  mittels Diskussion 
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Serumadsorption bei insgesamt 8 Isolaten, darunter Isolat MT-M8, eine Bindung von FHR-1 
nachweisen, sowie eine schwache Bindung von FHR-2 bei dem Isolat MT-M8. Die FHR-
Proteine  werden  mit  einer  modulierenden  Funktion  der  Komplementaktivierung  in 
Verbindung gebracht, ihre Bedeutung ist jedoch noch nicht ausreichend geklärt (Hellwage et 
al., 1999; Józsi und Zipfel, 2008; McRae et al., 2005). 
 
4.3.3 Analyse der Kofaktoraktivität von an B. lusitaniae gebundenem Faktor H 
Die serumresistenten Borreliengenospezies B. burgdorferi, B. afzelii und B. spielmanii sind in 
der  Lage,  die  löslichen  Komplementregulatoren  Faktor  H  und  FHL-1  aus  dem  Serum  zu 
akquirieren und dadurch deren Kofaktoraktivität zu nutzen (Alitalo et al., 2001; Herzberger et 
al.,  2007;  Kraiczy  et  al.,  2001b,  2003;  McDowell  et  al.,  2003).  Den  Mechanismus  der 
Bindung  von  humanen  Komplementregulatoren  wurde  auch  für  andere  Bakterienspezies 
sowie für Viren und Pilze beschrieben, unter anderem für Staphylokokken, Streptokokken, 
Pneumokokken,  Neisserien,  Yersinien,  das  HI-Virus,  Candida  albicans  und  Aspergillus. 
Auch bei den Parasiten Echinococcus spp. und Onchocerca volvulus wurde die Fähigkeit zur 
Bindung von Komplementregulatoren, insbesondere von Faktor H, an der Oberfläche gezeigt 
(Biedzka-Sarek et al., 2005; Blackmore et al., 1998; Datta und Rappaport, 2006; Diaz et al., 
1997; Jarva et al., 2003; Kotarsky et al., 1998; Kraiczy und Würzner, 2006; Lambris et al., 
2008; Meri et al., 2002a, 2002b; Ram et al., 1998b; Vogl et al., 2008). 
Bei 12 der 16 in dieser Arbeit untersuchten B. lusitaniae-Isolaten konnte trotz Bindung von 
Faktor H keine Kofaktoraktivität detektiert werden. Bei 4 Isolaten, nämlich den süddeutschen 
Isolaten RBU Pm2-N6, HHS La1-L3, BBWS2-W2 und IP-N1, waren sehr schwache Signale 
für die C3b-Spaltprodukte α´-68 kD-Kette, α´-46 kD-Kette und α´-43 kD-Kette nachweisbar. 
Da  das  Experiment  mehrfach  mit  vergleichbaren  Ergebnissen  wiederholt  wurde,  ist  eine 
Verunreinigung  der  Proben  als  Ursache  für  den  Nachweis  von  C3b-Spaltprodukten 
unwahrscheinlich.  Es  ist  daher  zu  vermuten,  dass  das  an  RBU  Pm2-N6,  HHS  La1-L3, 
BBWS2-W2  und  IP-N1  gebundene  Faktor  H-Molekül  eine  geringe  Kofaktor-Aktivität 
entfaltet.  Aufgrund  der  Ergebnisse  des  Serumadsorptionstests,  bei  denen  eine  schwache 
Bindung von Faktor H an alle B. lusitaniae-Isolate gezeigt werden konnte (s. Ergebnisse, 
Abb. 3.7), lässt sich spekulieren, dass die komplementregulierende Funktion des gebundenen 
Faktor H nicht ausreicht, um eine effiziente Inhibition der aktivierten Komplementkaskade zu 
bewirken.  Eine  Bedeutung  dieses  Mechanismus  für  das  Überleben  von  B.  lusitaniae  in 
Gegenwart von humanem Serum ist aufgrund der geringen Quantität der gespaltenen C3b-Diskussion 
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Moleküle  unwahrscheinlich,  was  mit  dem  serumsensiblen  Phänotyp  dieser  Genospezies 
vereinbar ist. 
 
4.4 Charakterisierung eines Faktor H-bindenden Proteins von B. lusitaniae 
4.4.1  Analyse  des  für  das  Faktor  H-bindende  Protein  von  B.  lusitaniae M T -M8 
kodierenden Gens  
Bei  dem  B.  lusitaniae-Isolat  MT-M8  konnte  mittels  Ligandenaffinitätsblotanalyse  ein 
potentiell  Faktor  H-bindendes  Protein  mit  einem  Molekulargewicht  von  ca.  16  kD 
nachgewiesen  werden.  Wie  bereits  beschrieben,  sind  die  Faktor  H-bindenden  CRASP-
Proteine BbCRASP-5/ErpA, BbCRASP-4/ErpC und BbCRASP-3/ErpP von B. burgdorferi in 
der Lage, sowohl Faktor H, als auch FHR-1 zu binden. Das Molekulargewicht dieser Proteine 
beträgt zwischen 19,8 und 17,7 kD (Alitalo et al., 2002; Haupt et al., 2007; Hellwage et al., 
2001; Metts et al., 2003; Stevenson et al., 2001a). Der Nachweis der Faktor H- und FHR-1-
Bindung bei B. lusitaniae MT-M8 und aufgrund des Molekulargewichtes des identifizierten, 
potentiellen Faktor H-Bindeproteins von ca. 16 kD, ließ sich vermuten, dass dieses Protein 
ebenfalls  zur  Erp-Proteinfamilie  gehört.  Eine  Amplifikation  des  kodierenden  Gens  gelang 
mittels PCR mit Starteroligonukleotiden, welche bereits für die Amplifikation von erp-Genen 
von B. burgdorferi verwendet worden waren (P. Kraiczy, persönliche Mitteilung).  
Die Aminosäuresequenz des so amplifizierten Gens wurde mittels Homologievergleich mit 
Faktor H-bindenden Proteinen verschiedener B. burgdorferi-Stämme der Erp-Proteinfamilie 
verglichen (s. Ergebnisse, Abb. 3.12). So konnte die Zugehörigkeit zur Erp-Proteinfamilie 
festgestellt werden. In Analogie zu der Nomenklatur der CRASP-Proteine von B. burgdorferi, 
B. afzelii und B. spielmanii wurde das Faktor H-bindende Protein von B. lusitaniae MT-M8 
als BlCRASP-3 (MT-M8) bezeichnet. 
 
4.4.2 Charakteristika des Faktor H-bindenden BlCRASP-3 Proteins von B. lusitaniae 
MT-M8 
Umfangreiche  Sequenzvergleiche  verschiedener  Proteine  der  Erp-Familie  ergab,  dass  nur 
wenige Proteine mit höheren Aminosäurehomologien in der Lage waren, humanen Faktor H 
zu binden (Akins et al., 1999; Alitalo et al., 2002, 2004; Brissette et al., 2007; Hellwage et al., 
2001; Kraiczy et al., 2003, 2004; Metts et al., 2003; Stevenson et al., 2001a). Der Vergleich 
der Aminosäuresequenz verschiedener Faktor H-bindender Proteine der Erp-Familie ergab 
prozentuale  Identitätswerte  von  73,9  %  bis  86,5  %  zwischen  den  verschiedenen                     Diskussion 
102 
B. burgdorferi Erp-Proteinen. Für BlCRASP-3 ließen sich Identitätswerte von ca. 63 % im 
Vergleich  mit  OspE  von  B.  burgdorferi-Stamm  297  und  bis  59  %  mit  Erp47  von  B. 
burgdorferi-Stamm Sh-2-82 ermitteln (s. Tab. 4.1).  
 












ErpA (B31)  61,2  -  -  -  -  - 
ErpC (B31)  61,2  82,0  -  -  -  - 
ErpP (B31)  61,2  78,5  75,6  -  -  - 
Erp47 (Sh-2-82)  59,4  75,6  76,2  86,5  -  - 
OspE (297)  63,2  83,6  96,5  77,0  73,9  - 
OspE (N40)  60,0  82,6  79,1  83,1  84,3  80,0 
 
Tab.  4.1,  Aminosäuresequenzvergleich  verschiedener  Faktor  H-bindender  Erp-Proteine. D i e  
Identitäten  sind  in  %  angegeben.  Die  Berechnung  erfolgte  mit  dem  MegAlign  4.0  Modul  von 
DNASTAR. 
 
Die für die Bindung von Faktor H essentiellen Aminosäuren bzw. Regionen innerhalb des 
Faktor H-bindenden OspE-Proteins wurden bereits analysiert. Alitalo et al. beschrieben fünf 
potentielle  Bindungsregionen  für  Faktor  H,  die  alle  in  den  konservierten  Bereichen  des 
Proteins lokalisiert werden konnten. Dabei wurde eine Bindungsregion am N-Terminus und 
vier  weitere  im  C-terminalen  Bereich  identifiziert  (s.  Abb.  4.1).  Des  Weiteren  wurde 
beschrieben, dass die im C-terminalen Bereich gelegenen Lysinreste an der Faktor H-Bindung 
beteiligt sein sollen (Alitalo et al., 2002, 2004). Die für die Bindung von Faktor H wichtigen 
Regionen  lassen  sich  ebenfalls  im  BlCRASP-3  Protein  von  B.  lusitaniae  nachweisen. 
Allerdings ergaben sich aufgrund des Sequenzvergleichs des OspE-Proteins mit BlCRASP-3 
in den Bindungsregionen I, III und V jeweils ein nicht konservierter Aminosäureaustausch 
eines negativ geladenen Glutamats gegen das positiv geladene Lysin mit daraus folgender 
Ladungsumkehr (Aminosäurepositionen 53, 149 und 179 von BlCRASP-3). Dies könnte eine 
Erklärung  für  die  schwache  Bindung  von  Faktor  H  an  BlCRASP-3  im  Vergleich  zu 
BbCRASP-3 darstellen (s. Kapitel 4.4.3). Weiterhin besitzt auch BlCRASP-3 C-terminale 
Lysinreste  in  konservierten  Bereichen.  Auffällig  waren  dabei  die  oben  beschriebenen 
zusätzlichen Lysinreste, welche durch einen Austausch von Glutamat zustande kamen. Eine 
weitere  auffällige  Abweichungen  der  Aminosäuresequenz  von  BlCRASP-3  zu  anderen            
B. burgdorferi Erp-Proteinen im Sinne eines nicht konservierten Aminosäureaustauschs war 
ein Austausch des positiv geladenen Lysins durch das negativ geladene Glutamat an Position 




                       h1                         h2 
                   hhhhhhhhhh                hhhhhhhhhhh               I                  
BlCRASP-3(MT-M8)   MNKKMFIICALFVLISSCKTDESILSEQESLSKQDSLSKQDSLSKQGRSYTIKFSEFSVK  60 
 
                               h3                                        h4 
                             hhhhh                                   hhhhhhhhhh 
BlCRASP-3(MT-M8)   IKNKDSNNNSWKDLGTLLIKKEEGKEGLILVGLHNNYQGGGHSATFFLLEPSEVNNFLKA 120 
 
 
                   hh          II               III                IV        V 
BlCRASP-3(MT-M8)   MTKGGSFETGMYYGYKDEESVRNGIKNKKIITKIEKINGSQHITFLGDKIKGSPGSIAKY 180 
 
                         h5 
                     hhhhhhhhhh 
BlCRASP-3(MT-M8)   AIPLEEFKKNLK                                                 192 
                                                        
 
Abb. 4.1, Struktur des B. lusitaniae CRASP-3 Proteins. Homologe Bereiche mit anderen Faktor H-
bindenden Proteinen der Erp-Familie von B. burgdorferi sind schwarz hinterlegt, die Aminosäuren 
sind auf der rechten Seite nummeriert. Die potentiellen Faktor H-Bindungsregionen nach Alitalo et al., 
2002 sind rot markiert und mit römischen Zahlen nummeriert. Die mittels SOPMA (Combet et al., 
2000) identifizierten α-helikalen Bereiche sind mit „h“ gekennzeichnet und nummeriert. 
 
Im  Jahr  2003  wurde  anhand  von  Mutagenesestudien  gezeigt,  dass  eine  Deletion  von  9 
Aminosäuren am C-Terminus von BbCRASP-3 zu einem Verlust der Faktor H-Bindung führt. 
Kraiczy  und  Mitarbeiter  machten  hierfür  das  C-terminal  gelegene  Aminosäuremotiv 
LE(x)LKKNLK verantwortlich, welches auch bei BlCRASP-3 konserviert ist (Kraiczy et al., 
2003). Metts et al. zeigten zusätzlich, dass neben dem Verlust des C-Terminus, auch die 
Entfernung des N-Terminus von BbCRASP-5/ErpA zu einem Verlust der Faktor H-Bindung 
führt und postulierten eine Bedeutung höhergeordneter Proteinstrukturen für eine effiziente 
Faktor H-Bindung (Metts et al., 2003). Beide Ergebnisse unterstreichen die Wichtigkeit des 
auch  bei  BlCRASP-3  hochkonservierten  C-Terminus  der  Erp-Proteine  für  die  Faktor  H-
Bindung. McDowell et al. beschrieben Einflüsse von Konformationsänderungen des gesamten 
Proteins auf die Faktor H-Bindung, wobei v. a. coiled-coil-Motive eine Rolle spielen sollen. 
Dabei wird der α-Helix 3 bei BbCRASP-5/ErpA eine besondere Bedeutung für die Bindung 
von Faktor H zugemessen (McDowell et al., 2004). Interessanterweise werden solche coiled-
coil-Motive für das BlCRASP-3 Protein mit dem Programm COILS (Lupas et al., 1991) mit 
einer  nur  minimalen  Wahrscheinlichkeit  von  ca.  5%  vorhergesagt.  Die  Ausbildung  von 
coiled-coils bei BbCRASP-5/ErpA wird dagegen mit einer Wahrscheinlichkeit von bis zu 
90% berechnet (s. Abb. 4.2). Diese konformationellen Unterschiede zwischen BlCRASP-3 
und BbCRASP-5/ErpA könnten ebenfalls die schwache Bindung von Faktor H im Vergleich 
mit  dem  orthologen  BbCRASP-5/ErpA  Protein  erklären.  In  Abb.  4.1  ist  erkennbar,  dass 
BlCRASP-3 vermutlich fünf α-Helices ausbildet, von denen sich vier in hochkonservierten 
Bereichen  des  Proteins  befinden  und  mit  vorhergesagten  α-Helices  des  Erp-orthologen 
Proteins  OspE  (B.  burgdorferi  Stamm  297)  übereinstimmen.  Die  von  McDowell  und Diskussion 
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Mitarbeitern  beschriebene  wichtige  α-Helix  3  im  BbCRASP-5/ErpA-Protein  ist  auch  bei 
BlCRASP-3 vorhanden (h4, s. Abb. 4.1). Einigkeit herrscht bei allen genannten Autoren, dass 
die konservierten Bereiche für die Interaktion mit Faktor H eine essentielle Rolle spielt.  
 
 
Abb. 4.2,  Vorhersage  potentieller  coiled-coil Mo t i v e  i m Bl CRAS P -3-Molekül. Di e  Vo r h e r s a g e  
erfolgte  anhand  der  Aminosäuresequenz  von  BlCRASP-3  (MT-M8) und BbCRASP-5/ErpA  (B31)    
(s. Ergebnisse, Abb. 3.12) mit dem Programm COILS (Lupas et al., 1991). 
 
Zusammenfassend l ä s s t   sich  sagen,  dass  BlCRASP-3  v.  a.  im  C-terminalen  Bereich  des 
Proteins  große  homologe  Bereiche  mit  anderen  Faktor  H-bindenden  Proteinen  der  Erp-
Familie von B. burgdorferi aufweist. Gleichzeitig bestehen große Übereinstimmungen von 
konservierten  Regionen,  welche  ebenfalls  zum  größeren  Teil  im  Bereich  des  C-Terminus 
vorliegen. Mittels Computeranalyse konnten fünf potentielle α-Helices bei BlCRASP-3 und 
BbCRASP-5/ErpA  (Stamm  B31)  identifiziert  werden,  von  denen  vier  in  homologen 
Proteinabschnitten  lokalisiert  waren.  Weiterhin  lagen  bei  BlCRASP-3  nicht  konservierte 
Aminosäureaustausche in potentiell für die Faktor H-Bindung wichtigen Bereichen vor. Im 
Gegensatz  zu  BbCRASP-5/ErpA  (Stamm  B31)  war  es  nicht  möglich,  mittels 
Computeranalyse coiled-coil-Motive innerhalb des BlCRASP-3 Proteins nachzuweisen. Die 
dreidimensionale Struktur der Faktor H-bindenden Proteine der Erp-Familie ist jedoch bisher 
noch nicht aufgeklärt. Es lässt sich daher vermuten, dass die schwache Bindung von Faktor H Diskussion 
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an  BlCRASP-3  einerseits  durch  die  unterschiedliche  Topologie,  andererseits  durch  die 
Aminosäureaustausche bedingt ist. 
 
4.4.3 Analyse des Bindungsverhaltens von Faktor H an BlCRASP-3 
Die  Untersuchung  des  Bindungsverhaltens  von  BlCRASP-3  (MT-M8)  gegenüber 
verschiedenen Proteinen der Faktor H-Familie im Vergleich mit dem Bindungsverhalten der 
B.  burgdorferi  CRASP-Proteine  BbCRASP-1,  -2  und  -3  erfolgte  mittels 
Ligandenaffinitätsblotanalyse.  
Hierbei war eine schwache Bindung von Faktor H an BlCRASP-3 nachweisbar, eine Bindung 
von FHL-1 und FHR-1 an BlCRASP-3 konnte dagegen nicht detektiert werden. Die schwache 
Bindung  von  Faktor  H  an  BlCRASP-3  steht  in  Einklang  mit  den  Ergebnissen  des 
Serumadsorptionstests, in dem der Ursprungsstamm von BlCRASP-3, B. lusitaniae MT-M8, 
eine Bindung von Faktor H gezeigt hatte. Der fehlende Nachweis der Bindung von FHL-1, 
welches den 7 N-terminalen SCRs von Faktor H entspricht, ist mit der Lokalisierung der 
Interaktionsdomäne von Faktor H mit BlCRASP-3 innerhalb der C-terminalen SCRs 19-20 
vereinbar (s. Ergebnisse, Kapitel 3.4.3) und wurde auch in der Literatur für die Faktor H-
bindenden Proteine der Erp-Familie beschrieben (Alitalo et al., 2004; Hellwage et al., 2001; 
Kraiczy et al., 2001a, 2002, 2003; Stevenson et al., 2006). Darüber hinaus konnte eine starke 
Bindung von FHR-1 an BbCRASP-4 und BbCRASP-5 sowie eine schwache Bindung von 
FHR-1 an BbCRASP-3 nachgewiesen werden (Haupt et al., 2007). BlCRASP-3 zeigte jedoch 
keine Bindung von FHR-1. Dieses Ergebnis war insofern unerwartet, da das Ursprungsisolat 
von  BlCRASP-3,  B.  lusitaniae-Isolat  MT-M8,  eine  Bindung  von  FHR-1  aufwies.  Des 
Weiteren stimmen die C-terminalen SCRs 4-5 von FHR-1 zu 100 % bzw. 97 % mit den           
C-terminalen SCRs 19-20 des Faktor H-Moleküls überein (Józsi und Zipfel, 2008; Zipfel und 
Skerka,  1994).  Da  die  Interaktion  zwischen  Faktor  H  und  BlCRASP-3  im  Bereich  von 
SCR19-20 des Faktor H-Moleküls erfolgt, kann nur spekuliert werden, dass die Topologie 
von BlCRASP-3 oder geringe Abweichungen in der Aminosäuresequenz die Bindung von 
FHR-1 verhindert. Es könnten auch weitere homologe BlCRASP-3 Proteine für die Bindung 
von FHR-1 verantwortlich sein, die nicht identizifiert werden konnten. 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführte Analyse der Interaktion verschiedener 
Proteine der Faktor H-Familie mit BbCRASP-1, -2 und -3 von B. burgdorferi bestätigte das in 
der Literatur beschriebene Bindungsverhalten. Dabei sind BbCRASP-1 und BbCRASP-2 in 
der Lage, Faktor H und FHL-1 zu binden, jedoch nicht FHR-1. BbCRASP-3/ErpP bindet Diskussion 
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Faktor H und FHR-1, jedoch nicht FHL-1 (Haupt et al., 2007; Kraiczy et al., 2001a, 2003, 
2004; Rogers und Marconi, 2007; Siegel et al., 2008). 
Die Stärke der Bindung von Faktor H an BlCRASP-3 wurde mittels ELISA quantifiziert und 
es zeigte sich, dass diese im Vergleich mit dem orthologen B. burgdorferi CRASP-3/ErpP-
Protein nur ca. 16 % betrug (s. Ergebnisse, Abb. 3.18).  
Die so nachgewiesene schwache Bindung von Faktor H an BlCRASP-3 kann durch die oben 
beschriebenen  Abweichungen  in  der  Topologie  von  BlCRASP-3  begründet  werden. 
Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass die Ursache für die schwache Bindung von Faktor H 
an BlCRASP-3 sowie an die anderen B. lusitaniae-Isolate in der Biologie der Spirochäten 
begründet  ist.  Es  wurde  beschrieben,  dass  die  Expression  von  CRASP-Proteinen  bei              
B.  burgdorferi  vom  Zeitpunkt  im  Vektor-Wirt-Zyklus  der  Spirochäten  abhängig  ist.  Erp-
Proteine werden in der Zecke nur in geringem Maße exprimiert, eine Zunahme der Expression 
im Wirt wurde dagegen im Mausmodell beobachtet (Akins et al., 1998; Bykowski et al., 
2008).  Mittels  in  vitro-Studien  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Erhöhung  der 
Kultivierungstemperatur  der  Borrelien  zur  Nachahmung  der  Umweltbedingungen  im  Wirt 
geeignet  ist  und  dass  mit  einem  Temperaturanstieg  auch  ein  Anstieg  der  Expression 
verschiedener Erp-Proteine einhergeht. (Akins et al., 1998; Kraiczy et al., 2001a; Stevenson et 
al., 1995).  
 
4.4.4 Analyse von Kofaktoraktivität und der Interaktionsdomäne von an BlCRASP-3 
gebundenem Faktor H 
Die  Faktor  H  und  FHL-1  bindenden  Proteine  BbCRASP-1  und  BbCRASP-2  verleihen 
Borrelien einen serumresistenten Phänotyp (Brooks et al., 2005; Hartmann et al., 2006; Siegel 
et al., 2008). Des Weiteren wurde bewiesen, dass Faktor H, welcher an diese CRASP-Proteine 
gebunden ist, Kofaktoraktivität besitzt. Die als Kofaktor aktive Domäne von Faktor H und 
FHL-1 wurde in den N-terminalen SCRs 1-4 lokalisiert (Józsi und Zipfel, 2008; Zipfel und 
Skerka, 1999). Ebenfalls ließ sich eine Kofaktoraktivität von Faktor H nachweisen, wenn 
dieser  über  die  C-terminalen  SCR-Domänen  19-20  an  die  Erp-homologen  B.  burgdorferi 
CRASP-Proteine gebunden ist (Kraiczy et al., 2003).  
In dieser Arbeit ließ sich mit verschiedenen Deletionsmutanten von Faktor H und FHL-1 
zeigen, dass auch BlCRASP-3 Faktor H über die C-terminalen SCR-Domänen 19-20 bindet. 
Eine Kofaktoraktivität von an gereinigtem BlCRASP-3 gebundenem Faktor H war jedoch 
nicht  nachweisbar,  was  die  Ergebnisse  der  Untersuchungen  zur  Kofaktoraktivität  von  an 
intakte  B.  lusitaniae-Zellen  gebundenem  Faktor  H  unterstützt.  Mögliche  Gründe  für  die Diskussion 
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fehlende Kofaktoraktivität von an BlCRASP-3 gebundenem Faktor H könnten sein: 1) eine 
strukturelle Umlagerung des gebundenen Faktor H-Moleküls durch Bindung an BlCRASP-3 
und einen damit einhergehenden Verlust der Kofaktoraktivität, 2) eine schwache, ineffiziente 
Faktor H-Bindung.  
 
4.4.5 Lokalisation von BlCRASP-3 auf der Zelloberfläche von B. lusitaniae 
In  der  Literatur  ist  beschrieben,  dass  alle  Erp-Proteine  von  B.  burgdorferi  B31 
oberflächenständige  Proteine  darstellen.  Gleichzeitig  sind  einige  dieser  Proteine  in  situ 
gegenüber bestimmten Proteasen resistent (El-Hage et al., 2001; Lam et al., 1994). Für OspC 
von  B.  burgdorferi  konnte  gezeigt  werden,  dass  dieses  Protein  aufgrund  seiner  Faltung 
Erkennungsregionen  von  Proteasen  blockiert  und  somit  gegenüber  Trypsin  resistent  ist 
(Zückert  et  al.,  2001).  Möglicherweise  besitzen  auch  die  Trypsin-resistenten  Erp-Proteine 
eine, den Angriff spezifischer Proteasen inhibierende Struktur. Alternativ ist denkbar, dass 
Erp-Proteine  mit  anderen  Membranproteinen  interagieren  und  auf  diese  Weise  vor  der 
Proteolyse  durch  Trypsin  geschützt  sind  (Bunikis  und  Barbour,  1999),  oder  dass 
Schnittstellen von Trypsin bei Erp-Proteinen in situ sterisch durch Glykosylreste blockiert 
werden (Benz und Schmidt, 2002).  
Mittels  Analyse  der  in  situ-Proteasesensitivität  von  BlCRASP-3  und  Flagellin  mit 
anschließendem Nachweis der Bindung von Faktor H konnte in dieser Arbeit ein deutlicher 
Verlust der Faktor H-Bindung nach Behandlung mit der unspezifischen Protease Proteinase K 
gezeigt werden (s. Ergebnisse, Abb. 3.19). Die Behandlung mit der spezifischen Protease 
Trypsin führte jedoch zu keiner Reduktion der Signalstärke von BlCRASP-3 im Vergleich zu 
unbehandelten  Zellen  von  B.  lusitaniae M T -M8.  Gleichzeitig  konnte  das  periplasmatisch 
gelegene intakte Flagellin nachgewiesen werden, was eine Beschädigung der Zellmembran 
der Spirochäten mit anschließender Hydrolyse submembranärer Proteine ausschließt. Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass BlCRASP-3 ein auf der äußeren Membran exponiertes 
Protein von B. lusitaniae MT-M8 darstellt. Die Resistenz des Proteins gegenüber Trypsin 
steht in Einklang mit früheren Untersuchungen der Erp-Proteine von B. burgdorferi (El-Hage 
et al., 2001). 
 Diskussion 
108 
4.5  Identifizierung  erp-orthologer G e n s e q u e n z e n  b e i  v e r s c h i e d e n e n                  
B. lusitaniae-Isolaten 
4.5.1 Analyse BlCRASP-3-orthologer Gensequenzen von B. lusitaniae 
Mit Primern für das BlCRASP-3 kodierende Gen des B. lusitaniae-Isolats MT-M8 konnten 
bei  weiteren  15  untersuchten  B.  lusitaniae-Stämmen  ebenfalls  Gensequenzen  amplifiziert 
werden. Dabei trat bei dem Stamm MT-M8 nur ein Amplifikat auf, bei den zwei weiteren 
Stämmen  MT-M3  und  MT-W16  jeweils  zwei  Amplifikate.  Bei  13  Isolaten  führten  die 
verwendeten  Primer  zur  Amplifikation  multipler  DNA-Abschnitte  verschiedener  Größe               
(s. Ergebnisse, Abb. 3.20). Mit der Erhöhung der Anlagerungstemperatur von 50°C auf 60°C, 
die  zu  einer  spezifischeren  Anlagerung  der  Starteroligonukleotide  führen  sollte,  ließ  sich 
jedoch  keine  Reduktion  der  Anzahl  amplifizierter  DNA-Abschnitte  erreichen.  Um  die 
verschiedenen amplifizierten DNA-Sequenzen zu identifizieren, wurden die Amplifikate des 
portugiesischen Zeckenisolats MT-M3 und der zwei süddeutschen Zeckenisolaten RBU Pm2-
N6  und  RBU  La5-L2  kloniert  und  sequenziert.  Die  abgeleiteten  Aminosäuresequenzen 
wurden mittels Homologievergleich analysiert. Hierbei konnten bei den Isolaten MT-M3 und 
RBU  La5-L2  orthologe  Aminosäuresequenzen  zu  BlCRASP-3  von  MT-M8  identifiziert 
werden, welche nach der Jotun-Hein-Methode Identitäten von 75,5 % (MT-M3) bzw. 75 % 
(RBU La5-L2) mit BlCRASP-3 (MT-M8) aufwiesen. Diese, als BlCRASP-3 (MT-M3) und 
BlCRASP-3 (RBU La5-L2) bezeichneten Proteine, waren untereinander zu 91,7 % identisch. 
Da alle B. lusitaniae-Stämme im Serumadsorptionstest eine Bindung von Faktor H aus dem 
Serum gezeigt hatten, lässt sich vermuten, dass auch weitere Isolate, welche hier nicht im 
einzelnen auf BlCRASP-3 orthologe Gensequenzen untersucht wurden, entsprechende Gene 
für potentiell Faktor H-bindende Proteine besitzen. Dass unter in vitro Bedingungen Borrelien 
eine geringe Expression von Erp-Proteinen aufweisen, ist bereits beschrieben (Stevenson et 
al., 2006). Aufgrund der verwendeten Oligonukleotide war es in dieser Arbeit nicht möglich, 
die  5´-nicht  kodierenden  Sequenzen  und  die  potentielle  Promotorregion  auf  bekannte, 
regulative Elemente zu analysieren.  
Weitere, aus der amplifizierten DNA-Sequenz abgeleitete Proteinsequenzen, konnten mittels 
Homologievergleich  als  ErpL/ErpY-orthologe  Proteine  identifiziert  werden.  Frühere 
Untersuchungen  zeigten,  dass  die  Individuen  eines  Borrelienstammes  multiple  erp-Loci 
besitzen,  welche  auf  unterschiedlichen  cp32-Plasmiden  zu  finden  sind  und  zum  Teil 
bicistronisch angeordnet sind (Stevenson et al., 2001b). Welche externen Einflüsse, wie z.B. Diskussion 
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Temperatur  und  pH-Wert,  die  Expression  der  Erp-kodierenden  Gene  verstärken  bzw. 
inhibieren, ist bisher jedoch nicht vollständig geklärt.  
ErpL  und  ErpY  stellen  keine  Faktor  H-bindenden  Proteine  dar  (Brissette  et  al.,  2007; 
Stevenson et al., 2006). Sie könnten jedoch eine Funktion im Rahmen des Immunescapes und 
der daraus resultierenden Erregerpersistenz besitzen, z.B. durch Bindung Wirt-spezifischer 
immunregulatorischer Proteine. Möglich ist auch, dass die multiplen erp-Loci in Borrelien 
Bereiche  für  homologe  Rekombinationsvorgänge  zur  Anpassung  an  neue  Wirte  darstellen 
(Stevenson  et  al.,  2001b).  Rekombinationsvorgänge  im  Borreliengenom  während  der 
Persistenz des Erregers im Wirt werden jedoch weitestgehend ausgeschlossen, daher werden 
solche  Vorgänge  für  den  Zeitraum  während  des  Verbleibs  der  Borrelien  in  der  Zecke 
vermutet. Das Vorhandensein von Erp-kodierenden Genen ist auf die Borrelienspezies des            
B.  burgdorferi  s.l.-Komplexes  beschränkt.  Homologe  Gensequenzen  wurden  bei  den 
verwandten  Rückfallfieber-Borrelien  nicht  nachgewiesen.  Dies  ist  ein  Hinweis  auf  die 
Bedeutung der Proteine für die spezielle Biologie dieser Borrelienspezies (El-Hage et al., 
1999; Hefty et al., 2002; McDowell et al., 2001; Stevenson, 2002, 2006; Sung et al., 2000).  
Die identifizierten ErpL/Y orthologen Proteine von MT-M3, RBU Pm2-N6 und RBU La5-L2 
wurden  aufgrund  von  Unterschieden  in  der  Aminosäuresequenz  in  3  Gruppen  unterteilt           
(s.  Ergebnisse,  Kapitel  3.5.2).  Diese  Unterschiede  im  ErpL/Y-Protein  des  portugiesischen 
Isolats MT-M3 und der analysierten süddeutschen Isolate kommen möglicherweise durch die 
unterschiedliche  Entwicklung  der  B.  lusitaniae-Stämme  durch  geographische  Isolation 
aufgrund  des  nur  regional  verbreiteten  Wirts  zustande,  welche  bereits  in  der  Literatur 
beschrieben wurde (Grego et al., 2007; Vitorino et al., 2008). 
 
4.6  Identifizierung  BlCRASP-3-orthologer  Gensequenzen  innerhalb  der 
Genospezies B. lusitaniae 
4.6.1 Analyse der Plasmide von B. lusitaniae-Isolaten und Lokalisierung erp-homologer 
Gensequenzen 
Bei B. burgdorferi B31 wurde das Vorhandensein von bis zu 24 extrachromosomalen DNA-
Elementen  beschrieben,  welche  bezüglich  Anzahl  und  Größe  sehr  heterogen  sind.  Auch 
verschiedene Stämme der gleichen Genospezies besitzen ein unterschiedliches Plasmidprofil. 
Auch  die  Analyse  des  Plasmidprofils  verschiedener  B.  lusitaniae-Isolate  zeigte  ein  sehr 
heterogenes Bild (s. Ergebnisse, Abb. 3.24). Es konnten jedoch Übereinstimmungen mit den 
bei  B.  burgdorferi  regelmäßig  vorhandenen  Plasmiden  cp26,  lp54  und  cp32  bei  vielen              Diskussion 
110 
B. lusitaniae-Isolaten gezeigt werden  (Casjens et al., 1997, 2000; Miller et al., 2000; Rosa et 
al., 2005). Alle B. lusitaniae-Isolate besaßen ein ca. 60 kb großes Plasmid, auf welchem das 
OspA-Gen lokalisiert war (s. Ergebnisse, Kapitel. 3.6.2). Diese Plasmide sind möglicherweise 
mit den bei allen Lyme-Borrelien vorkommenden lp54-Plasmiden vergleichbar, welche die 
für mehrere Virulenz-assoziierte Proteine, z.B. OspA, OspB und BbCRASP-1 kodierenden 
Gene tragen (Stevenson et al., 2006).  
Die mono- bzw. bicistronischen erp-Loci der gut untersuchten B. burgdorferi-Stämme B31, 
N40, Sh-2-82 und 297 wurden auf den multiplen zirkulären cp32-Plasmiden lokalisiert, wobei 
jedoch Deletions- und Translokationsvorgänge beschrieben wurden, welche zu Änderungen 
der  Plasmidgrößen  geführt  haben.  Diese  Plasmide  scheinen  von  einem  cp32  Plasmid 
abzustammen und besitzen ebenfalls erp-Loci. Beispiele hierfür sind die cp18-Plasmide der           
B.  burgdorferi-Stämme  N40  und  297,  welche  durch  Deletion  von  DNA-Abschnitten  von 
cp32-Plasmiden entstanden sind. Auch lp56 von B. burgdorferi B31, die cp9-Plasmide von            
B.  burgdorferi  B31,  N40  und  Ip21  und  das  bei  allen  Lyme-Borrelien  vorhandene  lp54-
Plasmid stammen von cp32 ab (Caimano et al., 2000; Casjens et al., 2000; Casjens, 2001; 
Dunn et al., 1994; Stevenson et al., 1997, 2001b; Stevenson und Miller, 2003; Stewart et al., 
2001). 
Der Nachweis erp-homologer DNA-Abschnitte auf den Plasmiden von B. lusitaniae mittels 
Southernblot erfolgte mit einer Sonde, die die Nukleotidsequenz des BlCRASP-3 kodierenden 
Gens  von  B.  lusitaniae M T -M8  repräsentiert.  Bei  11  untersuchten  B.  lusitaniae-Isolate 
wurden so multiple, bei weiteren 5 Stämmen (MT-M3, MT-M5, MT-W16, ZWU3-N4 und IP-
N1) ein einzelner erp-Locus detektiert (s. Ergebnisse, Abb. 3.25). Diese waren auf Plasmiden 
unterschiedlicher  Größe  lokalisiert.  Das  Vorhandensein  multipler  erp-Loci  kann  das  nach 
PCR-Amplifikation  von  erp-homologen  DNA-Abschnitten  erhaltene  Bandenmuster  mit 
multiplen,  schwierig  abzugrenzenden  Signalen  erklären  (s.  Ergebnisse,  Abb.  3.20). 
Übereinstimmungen von Plasmid- und Hybridisierungsmuster im Southernblot traten bei 5 
süddeutschen Isolaten (RBU Pm2-N6, RBU La5-L2 und HHS La1-L3 sowie BBWS2-W2 
und  ZWS-W1)  und  2  portugiesischen  Isolaten  (MT-M8  und  MT-W4)  auf,  was 
möglicherweise  eine  nahe  Verwandtschaft  der  Stämme  widerspiegelt  und  mit  der 
geographischen Nähe des Ursprungsgebiets dieser Isolate begründet werden kann (Grego et 
al., 2007; Vitorino et al., 2008).  
Bei  den  Genospezies  B.  burgdorferi,  B.  afzelii  und  B.  garinii  konnten  dagegen  mit  der 
verwendeten  BlCRASP-3-Gensonde  unter  stringenten  Waschbedingungen  (s.  Methoden, 
Kapitel  2.2.2.8)  keine  homologen  DNA-Abschnitte  nachgewiesen  werden,  obwohl  die Diskussion 
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Aminosäuresequenzen  von  BbCRASP-5/ErpA,  BbCRASP-4/ErpC  und  BbCRASP-3/ErpP 
von B. burgdorferi mit BlCRASP-3 (MT-M8) zu 60 % identisch sind (s. Tab. 4.1). Dies ist 
damit  zu  erklären,  dass  auf  DNA-Ebene  größere  Unterschiede  in  der  Nukleotidsequenz 
bestehen, als auf Ebene der abgeleiteten Aminosäuresequenz.  Zusammenfassung/ Abstract 
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5. Zusammenfassung/ Abstract 
5.1 Zusammenfassung 
Borrelia  lusitaniae,  eine  vorwiegend  im  Mittelmeerraum/  Südwesteuropa  vorkommende 
Borrelienspezies  des  B.  burgdorferi  s.l.-Komplexes,  wird  derzeit  als  eine  potentiell 
humanpathogene  Genospezies  diskutiert.  Für  vergleichende  Studien  stehen  derzeit 
vorwiegend Zeckenisolate und nur zwei Patientenisolate zur Verfügung. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden insgesamt 16 Isolate, darunter ein Patientenisolat aus verschiedenen Regionen 
Portugals und Süddeutschlands im Bezug auf ihre Serumempfindlichkeit/-resistenz gegenüber 
humanem Serum und der Fähigkeit Komplementregulatoren aus Serum zu binden, untersucht. 
Anhand der erhaltenen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass B. lusitaniae, mit Ausnahme 
des Stammes IP-N1, als serumsensible Genospezies klassifiziert werden kann. Alle Isolate 
aktivierten die Komplementkaskade hauptsächlich über den alternativen Weg wobei massiv 
Komplementkomponenten  auf  der  Zelloberfläche  deponiert  wurden.  Die  effiziente 
Aktivierung und Ablagerung des terminalen Komplementkomplexes führte zur vermehrten 
Ausbildung sogenannter Blebs, Ausstülpungen der äußeren Membran, was auf eine effiziente 
Lyse der Borrelienzellen hinwies. Obwohl serumsensibel, waren alle Isolate in der Lage, den 
löslichen Komplementregulator des alternativen Weges, Faktor H aus dem Serum zu binden. 
Allerdings  konnte  nur  bei  4  der  16  untersuchten  Isolate  eine  schwache 
komplementregulatorische  Aktivität  von  zellgebundenem  Faktor  H  durch  den  Nachweis 
spezifischer  C3b-Spaltprodukte  bestätigt  werden.  Diese  Ergebnisse  lassen  vermuten,  dass 
Faktor H in seiner Eigenschaft als Komplementregulator inhibiert ist.  
Durch  weiterführende  Analysen  konnte  ein  Faktor  H-bindendes  Protein  von  16  kD  bei          
B.  lusitaniae M T -M8  identifiziert  und  charakterisiert  werden.  Dieses  als  BlCRASP-3 
bezeichnete Protein war in der Lage, Faktor H über dessen C-terminale SCR-Domänen 19-20 
zu binden. Im Vergleich zu anderen mit Faktor H interagierenden Proteinen war die Bindung 
sehr schwach und erreichte nur ca. 16% der Bindungsstärke von BbCRASP-3, was eine nicht 
nachweisbare Kofaktoraktivität von an BlCRASP-3 gebundenem Faktor H erklären könnte. 
Sequenzanalysen  und  Untersuchungen  mit  verschiedenen  Proteasen  identifizierten   
BlCRASP-3 als ein auf der Oberfläche von B. lusitaniae lokalisiertes Lipoprotein, welches 
eindeutig zur heterologen Erp-Proteinfamilie gehört. Interessanterweise ist bei BlCRASP-3 
jener Bereich am C-Terminus konserviert, der als Faktor H-Bindungsstelle erachtet wird. Die 
nicht  konservierten  Austausche  einzelner  Aminosäuren  innerhalb  der  vermuteten Zusammenfassung/ Abstract 
113 
Bindungsregion und das Fehlen höher geordneter Strukturen, wie z.B. coiled-coils, könnten 
die stark reduzierte Bindungskapazität von Faktor H an BlCRASP-3 erklären. 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die schwache Bindung von Faktor H und die 
Inhibition  der  komplementregulatorischen  Aktivität  von  Faktor  H,  als  Ursachen  für  den 
fehlenden Schutz vor der durch Komplement vermittelten Lyse angenommen werden kann, 
wodurch die untersuchten B. lusitaniae-Isolate einen serumsensiblen Phänotyp aufweisen. 
 
Des  Weiteren  konnten  bei  allen  untersuchten  B.  lusitaniae  Isolaten  erp-homologe 
Gensequenzen auf Plasmiden unterschiedlicher Größe nachgewiesen werden. Manche Isolate 
wiesen multiple erp-Loci auf. Durch PCR konnten erp-homologe Gensequenzen amplifiziert 
werden, die für ErpL/ErpY-orthologe Proteine kodieren und nicht mit Faktor H interagieren. 
Welche  Funktion  diese  Proteine  für  Borrelien  besitzen  bleibt  weiterhin  ungeklärt.  Es  ist 
denkbar, dass diese Proteine bei der Erregerpersistenz oder dem Immunescape in der Eidechse 
als natürlichem Wirt eine wichtigen Rolle spielen oder Borrelien ermöglichen, sich an andere 
Reservoirwirte anzupassen. Zusammenfassung/ Abstract 
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5.2 Abstract 
Borrelia lusitaniae delineated as a novel genospecies of the B. burgdorferi sensu lato complex 
is predominantly found in ticks collected from the Mediterranean region in the southwest of 
Europe. It is still unclear, whether this genospecies causes Lyme disease in humans. Mainly 
isolates  obtained  from  ticks  are  available  for  comparative  studies  and  there  are  only  two 
isolates obtained from Lyme disease patients. In this study 16 isolates of different regions of 
Portugal and southern Germany, including a human isolate, were characterised in regard to 
their ability to resist complement-mediated killing in human serum and their ability to acquire 
human regulators of complement.  
The results of this study show that B. lusitaniae, except isolate IP-N1, is a serum sensitive 
genospecies. All isolates activated complement predominantly via the alternative pathway 
which in turn resulted in the deposition of huge amounts of activated complement components 
on the outer cell surface. Activation and accumulation of the membrane attack complex led to 
the formation of so-called blebs, drastical morphological changes and protuberances of the 
outer membrane. This phenomenon clearly indicates efficient lysis of the spirochetes. Though 
B. lusitaniae was characterised as a serum sensitive genospecies, all isolates analysed bound 
factor H, a soluble complement regulator of the alternative pathway from human serum. Via 
detection of specific cleavage products of C3b, a weak complement regulatory activity of cell 
bound factor H could only be demonstrated for 4 out of 16 isolates. 
Further analysis identified and characterised a factor H binding protein with a molecular mass 
of 16 kDa of the B. lusitaniae isolate MT-M8. This protein, BlCRASP-3, was able to bind 
factor H via the C-terminal SCR domains 19 to 20. In comparison to other factor H binding 
CRASP proteins the interaction of BlCRASP-3 with factor H appeared to be rather weak and 
represents only 16 % of the binding intensity of the B. burgdorferi BbCRASP-3 protein. The 
weak binding capacity of BlCRASP-3 might be the reason for a barely measurable regulatory 
activity  of  cell-bound  factor  H  in  some  isolates.  Sequence  analysis  and  protease  assays 
identified BlCRASP-3 as a surface exposed lipoprotein belonging to the polymorphic Erp 
protein family. Interestingly, the C-terminus considered to be essential for factor H binding, is 
highly  conserved  in  the  BlCRASP-3  protein.  It  is  suggested  that  the  non-conserved 
substitution of individual amino acids in the proposed binding region and the absence of 
higher order structures such as coiled-coil may convert BlCRASP-3 to a factor H binding 
molecule exhibiting reduced binding properties.  Zusammenfassung/ Abstract 
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In summary the weak binding capability of factor H accompanied with the inhibition of its 
complement  regulatory  activity  may  result  in  a  loss  of  protection  of  B.  lusitaniae  from 
complement-mediated lysis and therefore may explain the serum sensitive phenotype. 
In addition all B. lusitaniae isolates analysed contain erp-homologous sequences on various 
plasmids  whereby  particular  isolates  also  show  multiple  erp  loci.  Furthermore,  erp-
homologous  sequences  encoding  for  diverse  ErpL/ErpY-orthologous  proteins  could  be 
amplified by PCR. The function of these non-factor H binding proteins in this genospecies is 
still unclear. It is tempting to speculate that these molecules play a role in immune escape of 
B. lusitaniae during persisting infection of lizards or allow the pathogen to adapt to different 
reservoir hosts. Literaturverzeichnis 
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Abb. A1, Nachweis der Serumempfindlichkeit von B. lusitaniae. Der Serumbakterizidietest wurde 
mit den B. lusitaniae-Isolaten SDA-N1, MT-M3, MT-M5, MT-M7, MT-W4, MT-W16, MT-W17, 
RBU  La5-L3,  HHS  La-L3,  BBWS2-W2,  ZWU3-N4  und  ZWS-W1 d u r c h g e f ü h r t .  1 , 2 5  x  1 0 7  
Borrelienzellen wurden in 50 % NHS (▲) bzw. 50 % hiNHS (■) über 10 Tage bei 33°C inkubiert und 
die Extinktionswerte alle 24 h photometrisch gemessen. Die Tests erfolgten in 3facher Ausführung an 
unterschiedlichen Tagen. Die dargestellten Wachstumsverläufe repräsentieren jeweils ein Experiment 
bestehend  aus  3  Parallelansätzen,  deren  Extinktionswerte  gemittelt  und  mit  der  entsprechenden 









Abb. A2, Nachweis der Ablagerung aktivierter Komplementkomponenten auf Borrelienzellen.   
6  x  10
6  Borrelienzellen  wurden  in  25  %  NHS  für  30  min  bei  37°C  inkubiert u n d  d i e  
Komplementkomponenten C3, C6 und C5b-9 mittels IFT nachgewiesen. Für die Detektion dienten 
polyklonale  Antikörper  gegen  die  Komplementkomponenten  C3  bzw.  C6  und  ein  monoklonaler 
spezifischer  Antikörper  gegen  den  humanen  terminalen  Membranangriffskomplex  (C5b-9).  Die 
Gegenfärbung der bakteriellen DNA erfolgte mit DAPI. Gezeigt sind die B. lusitaniae-Isolate SDA-
N1, MT-M3, MT-M5, MT-M7, MT-W4, MT-W16, MT-W17, RBU La5-L3, HHS La-L3, BBWS2-
W2,  ZWU3-N4  und  ZWS-W1 s o w i e  d a s  s e r u m r e s i s t e n t e  B.  afzelii-Isolat  FEM1-D15 u n d  d a s  
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